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Einleitung

1. Einleitung

1.1. Vorwort

Essentielle Eigenschaften des Nervensystems verandern sich irreversibel wahrend und
nach seiner Reifung. Dazu gehdrt zweifelsohne auch die Einstellung des axonalen
Wachstums mit zunehmender Differenzierung und dem Erlangen kognitiver Leistungen.
Als Folge davon wird die Fahigkeit des Nervensystems, zerstdrte Zellen und durchtrennte
Fasern zu ersetzen, eingestellt. Auf den ersten Blick ein Nachteil gegenliber anderen
Organen, die regenerationsfahig bleiben. Die berechtigte Frage nach einem biologischen

Sinn der fehlenden Regenerationsfahigkeit kann nur spekulativ angegangen werden.

Auf diese Weise fuhren neurodestruktive Einflisse wie Trauma, Ischamie, Blutung,
Intoxikation oder Infektion meist zu irreparablen funktionellen EinbuRen wie Lahmungen,
Erblindung, kognitive Stérungen oder Demenz. Nun bedeuten aber gerade die
funktionalen Ausfalle insbesondere des Zentralnervensystems (ZNS), wie z.B. solche bei
M. Alzheimer oder Querschnittslahmungen, erhebliche finanzielle und soziale
Belastungen fir die Gesellschaft. Therapeutische Interventionen zum Ausgleich solcher
neurologischen Defizite zielen insbesondere auf medikamentdse Neuroprotektion und den
Zellersatz durch Implantation geeigneter Reparaturzellen in Lasionsstellen ab. Allerdings
fuhrten solche Ansatze in vielen Fallen bis jetzt nicht zu akzeptablen Ergebnissen und
viele offene Fragen bezlglich der Mechanismen der neuronalen Degeneration im ZNS

blieben weiterhin unbeantwortet.

Es ist allerdings bekannt, das Faserverletzungen des peripheren Nervensystems (PNS),
also aulRerhalb des Schadels und Rickenmarks, durch eine echte, strukturelle
Regeneration kompensiert werden kdnnen. Dieses erneute axonale Wachstum wird meist
auch mit einer funktionellen Restauration abgeschlossen. Eine weitere Strategie der
neuronalen Reparatur besteht daher in der funktionellen Uberbriickung zentral-nervdser
Lasionen durch peripher-nervése Bypasse. Der klinische Einsatz dieser Art der
Nervenreparatur ist zwar auf sehr spezielle Falle beschrankt, aber trotzdem von hohem
wissenschaftlich-experimentellem Interesse. In der vorliegenden Arbeit soll deshalb der
Versuch unternommen werden, im Rahmen eines solchen Transplantationsparadigmas

bislang unbekannte Aspekte der neuronalen Regeneration zutage zu férdern.
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1.2. Ursachen fiir das Regenerationsdefizit im ZNS

Dem Regenerationsdefizit im ZNS von Saugetieren steht die Tatsache gegenuber, dass
Neurone des Kaltbliter-ZNS wie z.B. von Amphibien und Fischen zeitlebens in der Lage
sind, auf Verletzungen mit spontaner axonaler Regeneration und funktioneller
Restauration zu reagieren (Sperry, 1944). Obwohl die Regenerationsfahigkeit innerhalb
des Kaltbliiter-ZNS regional unterschiedlich ist, so hat sie doch mehr Ahnlichkeit mit dem
PNS von Saugetieren und Voégeln als mit deren ZNS. Der strukturelle Vergleich der
zellularen Elemente im ZNS und PNS von Saugetieren brachte die Erkenntnis, dass die
gliale Myelinisierung der Axone nur im PNS, nicht aber im ZNS von Schwann’schen
Zellen durchgefiihrt wird (Cajal, 1928). In der Abwesenheit genau dieser Zellen im ZNS
lag nach Cajal die hinreichende Erklarung flr dessen Regenerationsdefizit. Mit dieser
Formulierung bildete sich ein medizinisches Dogma, dessen Bruch Jahrzehnte auf sich
warten lief3.

Erst in den 80iger Jahren konnte die Arbeitsgruppe um Aguayo zeigen, dass auch
verletzte Neurone aus dem adulten Sauger-ZNS grundsatzlich in der Lage sind, zu
regenerieren. Man demonstrierte am klassischen Modell von rickenmarksladierten
Ratten, dass durchtrennte Axone in ein Transplantat aus einem regenerationsférdernden
peripheren Nerven einwuchsen (David und Aguayo, 1981). Mit solch einem
Transplantationsmodell, auf dessen wissenschaftlich-klinische Bedeutung spater genauer
eingegangen werden soll, wurden ZNS-Lasionen auch an anderen Stellen erfolgreich auf
Regeneration getestet. So z.B. im olfaktorischen System (Friedmann und Aguayo, 1985)
oder am Sehnerven (Vidal-Sanz et al., 1987). Diese Experimente waren insofern
wegweisend als das sie zeigen, dass die zum axonalen Wachstum notwendige
molekulare Maschinerie der zentralen Neurone nicht eingestellt wird. Von daher schien
ein wesentlicher Ansatz zur Losung der Regenerationsfrage in der Untersuchung und

Modulation der glialen Mikroumgebung zu liegen.

1.2.1. Extrinsische Faktoren (1): Gliale Einfliisse

Oligodendrocyten: Das von den Oligodendrocyten gebildete ZNS-Myelin Ubt bei Kontakt

einen wachstumshemmenden Effekt auf Neuriten aus (Schwab und Caroni, 1988). Dies
fuhrte man auf myelinassoziierte inhibitorische Proteine zurtick (McKerracher et al., 1996).
Inzwischen wurden solche Komponenten identifiziert, und deren Expression konnte
tatsachlich nur in Oligodendrocyten und nicht in den Schwann’schen Zellen des PNS
nachgewiesen werden (Chen et al.,, 2000). Allerdings waren diese Proteine nicht

myelingebunden, sondern fanden sich im endoplasmatischen Retikulum der
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Oligodendrocyten wieder (Grand-Pre et al., 2000). Nichts desto trotz wurden gegen diese
Komponenten Antikérper entwickelt, die in vitro die inhibitorischen Einflisse des ZNS-
Myelins wirklich neutralisieren konnten (Caroni und Schwab, 1988; Savio und Schwab,
1989). Allerdings war der Regenerationserfolg des Einsatzes dieser Antikérper am Modell
von ruckenmarksverletzten Ratten vergleichsweise unbefriedigender (Schnell und
Schwab, 1990), so dass man davon ausgehen mufdte, dass die inhibitorischen Einflisse
im ZNS eher multifaktoriell bedingt sind. Die Schwabsche Hypothese kam erneut auf den
Prifstand, als Silver und Kollegen (1997) isolierte Wurzelganglionneurone in die weilte
Gehirnsubstanz von adulten Ratten implantierten. Diese Neurone konnten Uber weite
Strecken ihre Axone regenerieren, trotz der Konfrontation mit Oligodendrocyten. Man
interpretierte diesen Befund dahingehend, dass die inhibitorischen Proteine nur bei
Verletzungen von den Oligodendrocyten freigesetzt werden oder an deren Oberflache
gelangen, und dass solche Verletzungen durch das minimalinvasive Vorgehen

weitestgehend verhindert wurden (Goldberg und Barres, 1998, fiir Ubersicht).

Astrocyten: Wenn wie oben erwahnt die Oligodendrocyten nicht alleine fir das
Regenerationsdefizit im ZNS verantwortlich sind, so kdnnte Astrocyten eine Rolle dabei
zukommen. Eine Verletzung im ZNS ist normalerweise mit einer lokalen Aktivierung von
Astrocyten verbunden. Diese fillen letztlich die durch verlorengegangene Neurone
entstandenen Hohlrdume narbig aus und stellen so eine Wachstumsbarriere da (Gliose)
(Graeber und Kreutzberg, 1988). Neben dieser ,mechanisch® bedingten
Wachstumsinhibition wurde jedoch auch festgestellt, dass aktivierte Astrocyten im
Verletzungsbereich bestimmte Molekule der Extrazellularmatrix hochregulieren wie z.B.
Chondroitinsulfatproteoglykane. Fir diese Glykoproteine konnten ebenfalls eindeutige
inhibitorische Effekte auf wachsende Axone gezeigt werden (Canning et al., 1996). Damit
ist jedoch die endglltige Rolle der Astrocyten in der neuronalen Regeneration im ZNS
noch keinesfalls endgultig geklart. Von Astrocyten ist ebenfalls bekannt, dass sie neben
inhibitorischen Komponenten auch wachstumsférdernde Molekile der Extrazellularmatrix
wie z.B. Laminin bilden koénnen (Graeber und Kreutzberg, 1988). Zudem belegen
Experimente mit Neuronen und Astrocyten in Kokultur, dass eine axonale Elongation
durchaus mit der direkten Anwesenheit von astroglialen Zellen vereinbar ist (Ard et al.,
1991). Die Rolle von Astrocyten wird noch diffiziler, wenn verletzte ZNS-Neurone zur
Regeneration stimuliert werden. Ein solcher Einflud des regenerationsférdernden PN-
Gewebe auf Astrocyten und andere gliale Elemente des ZNS soll auch in der

vorliegenden Arbeit untersucht werden.
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Mikrogliazellen: Ontogenetisch betrachtet sind diese Zellen als einzige im ZNS

mesodermalen Urprungs. Man geht heute davon aus, dass Promonocyten in
frihembryonalen Entwicklungstadien, in denen die Blut-Hirn-Schranke noch nicht etabliert
war, auf hamatogenem Weg ins ZNS-Parenchym eingewandert sind und dann zur
residenten Mikroglia wurden (Moore und Thanos, 1996, fiir Ubersicht). Diese Zellen
besitzen wesentliche Eigenschaften immunkompetenter Zellen wie z.B. Motilitdt und
Phagocytoseaktivitat. Sie kbnnen traumatisierte ZNS-Neurone als ,verletzt* erkennen und
diese selektiv aus dem Gewebsgeflige eliminieren (Schnitzer und Scherer, 1990). Die
aktive Rolle von Mikroglia am neuronalen Zelltod und deren Beziehung zu sterbenden
Neuronen konnte besonders gut am Modell von fluoreszenzmarkierten axotomierten RGZ
belegt werden (Thanos et al., 1994). Mikrogliale Aktivierung und Phagocytose erfolgt
allerdings nicht nur beim traumatisch ausgelosten Zelltod, sondern auch bei erblich
bedingter Neurodegeneration oder zur Entfernung Uberzahliger Neurone wahrend der
Embryonalentwicklung (Thanos, 1991; Moore und Thanos, 1996, fir Ubersicht). Aus den
genannten Eigenschaften der Mikrogliazellen erwuchs die Idee, durch deren
pharmakologische Unterdriickung mit dem neuronalen Zelltod zu intervenieren. So flihrte
die intravitreale Injektion von microglia-inhibiting factor (MIF) nach Axotomie des
Sehnerven zu einer starken Zunahme uUberlebender RGZ und regenerierender RGZ-
Axone in ein peripheres Nerventransplantat (Thanos et al.,, 1993). Die Frage, ob
Mikrogliazellen einen Unterschied machen zwischen axotomierten RGZ einerseits und
regenerierten, aber erneut axotomierten RGZ andererseits ist bisher nicht angegangen

worden und ebenfalls Gegenstand dieser Dissertation.

Schwann’sche Zellen: Die myelinisierenden Zellen des PNS sind der einzige Gliatyp,

deren EinfluR auf traumatisierte Neurone eindeutig Uberlebens- und auch
wachstumsfordernd ist. Sie besitzen die Eigenschaften, sich nach Verletzung eines
peripheren Nerven selbst wieder zu vermehren (Salzer und Bunge 1980) und fiir Neurone
notwendige  Zelladhasionsmolekile  sowie  Extrazellularmatrixkomponenten  zu
synthetisieren (Terengi, 1995). Besonders wichtig fur das erneute Wachstum der Axone
ist die Produktion von neurotrophen Faktoren durch Schwann’sche Zellen (Bunge, 1994),
auf deren Rolle im nachsten Abschnitt genauer eingegangen werden soll. Diese
Charakteristiken der Schwann’schen Zellen flhren letztlich zur erneuten Elongation und
Myelinisierung des durchtrennten Neuriten sowie zur Resynaptogenese mit dem

Zielgewebe (Terengi, 1995).
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1.2.2. Extrinsische Faktoren (2): Neurotrophische Einfliisse

Eine entscheidende Rolle am neuronalen Schicksal wird den sog. Neurotrophinen
zugesprochen. Dies sind peptidische Substanzen, die im allgemeinen an
membranstandige Tyrosinkinaserezeptoren von Neuronen binden und intrazellulare
Signalkaskaden initiieren. Die Folgen einer solchen Stimulation sind die Aufrechterhaltung
eines wachstumsgerichteten Stoffwechsels einerseits (Terengi, 1995) und die
Unterdriickung zur Apoptose fluihrender Signalwege andererseits. Man geht davon aus,
dass die Synthese dieser Faktoren in innervierten Zielgebieten stattfindet und sie Uber
den axonalen Transport in die Zellkdrper gelangen (Oppenheim, 1991). Bei einer
Axotomie kdme es somit zur Abkopplung der Neurone von deren trophischer Versorgung,
welche malgeblich verantwortlich fir den retrograden Zelltod ist (Purves, 1988;
Oppenheim, 1991). Im adulten PNS kann jedoch die trophische Stimulation nach einer
Verletzung von den Schwann’schen Zellen ausgeglichen und der retrograde Zelltod somit
verhindert werden (Bunge, 1994; Terengi, 1995).

Neueren Einschatzungen zufolge geht bei ZNS-Neuronen durch die Axotomie nicht nur
die Verbindung zur Neurotrophinversorgung verloren, sondern auch die Responsivitat auf
diese Peptide (Golberg und Barres, 2000, fiir Ubersicht). Dies ware eine gute Erklarung
dafir, dass die intravitreale Administration von Neurotrophinen wie brain-derived
neurotrophic factor (BDNF) oder ciliary neurotrophic factor (CNTF) axotomierte RGZ nur
vorribergehend am Leben halt (Mey und Thanos, 1993; Mansour-Robaey et al., 1994).
Es stellte sich weiter heraus, dass die verlorengegangene Responsivitat verletzter ZNS-
Neurone von deren elektrischer Aktivitdt und intrazelluldaren cAMP-Spiegeln abhangt
(Meyer-Franke et al., 1998) und durch entsprechende pharmakologische Manipulationen

wieder gesteigert werden kann (Shen et al., 1999).

Aus den genannten Grinden ist man sich einig, dass ein klinischer Einsatz von
Neurotrophinen nur in Koadministration mit anderen Substanzen sinnvoll ist (Goldberg
und Barres, 2000, fir Ubersicht). Zudem sind noch viele biopharmazeutische
Fragestellungen offen wie z.B. Applikationsform, Dosierungsintervalle oder Schutz vor
proteolytischem Abbau. Wesentlich praktikabler erscheint daher die Induktion solcher
Neurotrophine durch Pharmaka, z.B. im Falle einer ischdmischen neuronalen Schadigung
(Culmsee et al., 1999).
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1.2.3. Intrinsische Faktoren

Unter intrinsischen Faktoren werden intrazellulare Signalwege, deren molekulare
Komponenten sowie deren Regulation verstanden, welche die Entscheidung Uber Tod
oder Uberleben eines Neurons kontrollieren. In molekularer Hinsicht besteht der
Regenerationsvorgang aus der Assemblierung spezifischer Proteine und Lipide sowie
deren anaboler Verwendung, der ein geordnetes Ein- oder Umschalten bestimmter
genetischer Elemente vorrausgeht. Eine bestimmte Art des neuronalen Zelltods ist
ebenfalls durch eine hierarchische, molekulare Kontrolle gekennzeichnet und wird als
programmierter Zelltod oder Apoptose bezeichnet. Der apoptotische Zelltod lasst sich von
der Nekrose durch molekulare und morphologische Charakteristika abgrenzen, z.B.
Induzierbarkeit durch bestimmte Agenzien, Zellfragmentierung, Phagocytose durch

benachbarte Zellen und Ausbleiben einer Inflammation (Cohen et al., 1992).

Wichtige Regulatoren der Apoptose sind Proteine der Bcl-2-Familie, von der sowonhl
proapoptotische als auch antiapoptotische Mitglieder bekannt sind. Die Kontrolle der
Apoptose hangt von deren jeweiligem relativen Vorkommen in der Zelle ab (Merry und
Korsmeyer, 1997). Wie zuvor angedeutet, fuhrt die Stimulation einer Nervenzelle durch
Neurotrophine zu einer intrazelluldren = Phosphorylierungskaskade, bei der
proapoptotische Bcl-2-Mitglieder deaktiviert und der Zelltod somit verhindert wird (Datta et
al., 1999, fur Ubersicht). Bei Ausbleiben trophischer Stimuli oder EinfluR toxischer
Faktoren wird die apoptotische Maschinerie der Zelle zugunsten der Apoptose
umbalanciert. In deren weiteren Verlauf kommt es dann zur Beteiligung einer Gruppe von
Cysteinproteasen (Caspasen), deren Aktivierung letztlich zur Fragmentierung der Zelle
fihrt (Nunez et a., 1999, fiir Ubersicht).

Aus den genannten Punkten ergeben sich pharmakologische Interventionsmoglichkeiten.
So kann der programmierte Zelltod durch Uberexpression von Bcl-2 (Martinou et al.,
1994) oder durch Inhibition der Caspasen (Nunez et al.,1999, fiir Ubersicht) zumindest
stark verzogert werden. Es spricht vieles daflr, dass es sich beim retrograden Zelltod von
axotomierten RGZ ebenfalls um eine Apoptose handelt. So zeigen beispielsweise Bcl-2-
Uberexprimierende Mause einen stark retardierten Ganglienzelltod (Chierzi et al., 1998).
Weitere  Indizien sind die Zelltodverzogerung durch  Verabreichung von
Caspaseinhibitoren (Kermer et al., 1999) und nicht zuletzt die Phagocytose der

axotomierten RGZ durch Mikrogliazellen.
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An dieser Stelle muR erwahnt werden, dass das Uberleben eines Neurons zwar
notwendig, aber noch nicht unbedingt hinreichend fiir dessen axonale Regeneration ist.

So uberleben isolierte, Bcl-2-Uberexprimierende RGZ zwar langere Zeit in Kultur, zeigen
axonales Wachstum aber erst in Anwesenheit von Neurotrophinen oder durch elektrische
Aktivitat (Goldberg et al., 2002). Deswegen wundert es nicht, dass die Regenerationsrate
von RGZ in ein Ischiasnervtransplantat bei Bcl-2-liberexprimierenden Mausen gegentber

dem Wildtyp kaum verandert ist (Inoue et al., 2002).

1.3. Strategien zur Uberwindung des Regenerationsdefizits im ZNS

1.3.1. Konzepte unter Beibehaltung der ZNS-Mikroumgebung

Stimulierte Leukocyten: Die Verletzung und Regeneration eines peripheren Nerven ist -
wie bei anderen Geweben auch - durch die Invasion und aktive Beteiligung von
hamatogenen Immunzellen gekennzeichnet. Diese inflammatorischen Zellen haben
jedoch bei einer ZNS-Verletzung aufgrund der Blut-Hirn-Schranke normalerweise keinen
Zutritt. Man glaubte deshalb, dass aufgrund unzureichender inflammatorischer
Reaktionen Lasionen im ZNS nicht heilbar seien (Schwartz and Moalem, 2001, fir
Ubersicht). Ein experimenteller Ansatz bestand somit in der in vitro-Sensibilisierung von
Makrophagen gegen peripheres Nervengewebe und deren Implantation an die ZNS-
Lasionsstelle. Am Modell des verletzten Sehnerven bei der Ratte konnte daraufhin gezeigt
werden, dass einige RGZ-Axone die Verletzungstelle passieren und in der weillen
Substanz des Sehnerven weiterwachsen konnten (Lazarov-Spiegler et al., 1998). Es ist
allerdings zu Uberlegen, ob solch ein Therapieansatz nicht in einer Autoimmunerkrankung

wie Multipler Sklerose ausarten kann.

Kataraktogene Linsenverletzung: Dieser Ansatz beruht auf der Auslésung einer
traumatischen Katarakt, die auf axotomierte RGZ eine starke neuroprotektive und
neuritogene Wirkung auslbt. Auch in diesem Fall wurde eine Faserregeneration im
Sehnerven beobachtet, die innerhalb der urspringlichen Bahn sogar bis hin zu
ehemaligen Zielgebieten erfolgte (Fischer et al., 2001). Einige Autoren flhren diese
Effekte auf die Freisetzung intralentaler Faktoren zurlick (Fischer et al., 2000), wahrend
andere eine intraokulare Folgeinflammation mit Leukocyteninfiltration der Retina daflr
verantwortlich machen (Leon et al., 2000). Ungeachtet des wahren Mechanismus belegen
diese Experimente eindeutig, dass axonales Wachstum in der wei3en Substanz durchaus
moglich ist und es vielmehr geeigneter Stimuli bedarf, um die Neurone in eine

Regenerationsbereitschaft zu versetzen.
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Implantation von Reparaturzellen: Neben der Restauration direkter neuronaler

Verbindungen ergibt sich nicht weniger selten die Notwendigkeit, Zellgruppen oder
Neurotransmitter zu ersetzen. Das Konzept des Zelltransfers in Lasionsstellen bietet sich
vor allem zur Sanierung verlorengegangener neuronaler Netzwerke an, wie sie bei
neurodegenerativen Modellen wie M. Parkinson auftreten. Eine erfolgreiche klinische
Anwendung hat bereits hat seit einigen Jahren die Implantation dopaminerger fotaler
Neurone im Bereich der Basalganglien bei Parkinson-Patienten gefunden. Die
mangelhafte dopaminerge Neurotransmission im motorischen System der behandelten
Patienten konnte so positiv beeinfluRt werden, und die Verbesserung der klinischen
Symptomatik halt in vielen Fallen schon seit 10 Jahren an (Barinoga, 2000). Uber einen
Einsatz von pluripotenten Zellen aus friihembryonalen Stadien bei solchen Erkrankungen

wird ebenfalls seit einigen Jahren diskutiert.

1.3.2. Konzepte unter Umgehung der ZNS-Mikroumgebung

Periphere Nerventransplantation: Eine sinnvolle und nicht weniger erfolgsversprechende

Strategie zum Ausgleich neuronaler Defizite ist die Uberbriickung der inhibitorischen ZNS-
Umgebung durch Transplantate aus dem PNS. Wie bereits angedeutet gehdrt dieses
regenerative Konzept zu den altesten Strategien und ist bis heute funktionell und
cytologisch am besten untersucht worden. Eine Reihe bedeutsamer Arbeiten sind vor

allem durch den Einsatz solcher Transplantationen im visuellen System enstanden.

Auf diesem Weg der echten Bypasschirurgie ist es in der Ratte, aber auch in der Katze,
gelungen, die visuelle Bahn nach kompletter Durchtrennung des Sehnerven mithilfe eines
peripheren Nervensegmentes zu Uberbricken (Watanabe et al., 1991; Heiduschka und
Thanos, 2000, fiir Ubersicht). Die so regenerierenden RGZ wurden morphologisch und
funktionell charakterisiert. RGZ unterschiedlicher morphlogischer Typen tragen
proportional zum Nachwachsen ihrer Axone in das Transplantat bei. Dies konnte dadurch
bewiesen werden, dass durch retrograde Markierungen mit Fluoreszenzfarbstoffen die
Heterogenitat der regenerierten RGZ-Population sichtbar gemacht wurde (Thanos und
Mey, 1995). Zusatzlich wei® man aus einer Reihe von Transplantationen, dass hier eine
Myelinisierung der Ganglienzellaxone durch Schwann’sche Zellen stattfindet, die mit dem
Myelinisierungsmuster des PNS identisch ist (Vergl. Abb. 1) (Watanabe et al., 1994).
SchlieBlich fuhrt die Rekonnektion der regenerierenden Neurone mit zentralen visuellen
Arealen zur erneuten Aufnahme synaptischer Kontakte, die morphologisch und funktionell
systemtypisch sind und langzeitstabilisiert werden (Carter et al., 1991). Diese

regenerativen Vorgdnge ermdglichen sowohl die Restauration des Pupillokonstriktions-
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Reflexes (Thanos,1992), das Ableiten visuell evozierter Potentiale aus dem Cortex als
auch eine einfache visuelle Perzeption (Thanos et al., 1997).

Auf funktioneller Ebene wird flir diese Leistungen eine Reexpression von
wegdfindungsrelevanten Molekilen wie in der Embryogenese erforderlich. Diese flhren
wachsende Axone in die Zielgebiete und sorgen innerhalb derer fir eine sinnvolle
Anordnung (Thanos und Mey, 2001, fir Ubersicht). Es ist allerdings nicht bekannt,
inwiefern die beschriebene Regeneration des visuellen Systems den Vorgangen der
Embryogenese ahnelt. Fest steht nur, dass flr eine sinnvolle Restauration von Systemen
mit komplexer Topographie das Wachstum regenerierender Axone nicht zu chaotisch sein
darf.

Eine Transplantation peripherer Nervensegmente zur Reparatur der verletzten visuellen
Bahn beim Menschen, z.B. nach Schadel-Hirn-Trauma, ist derzeit nicht méglich. Das liegt
zum einen am schwierigen chirurgischen Zugang und zum anderen an der Tatsache,
dass beim Menschen die retinale Vaskularisierung im Sehnerven organisiert ist und bei
bulbusnaher Durchtrennung somit zerstért wirde. Der klinische Einsatz der peripheren
Nerventransplantation  beschrankt sich  bisher auf bestimmte Falle von
Rickenmarksverletzungen, um v.a. ausgefallene Funktionen der oberen Extremitaten
wiederherzustellen. Uber solche chirurgisch durchgefiihrten Ersatzinnervationen berichten
in jingerer Zeit einige Autoren mit beachtlichem Erfolg. So wurde beispielsweise der noch
funktionsfahige Zwerchfellnerv (Xu et al., 2002) oder Brustmuskelnerv (Samardzic et al.,
2002) in geeigneten Patienten unilateral mobilisiert und mit geeigneten Armmuskulatur-
versorgenden Nerven anastomosiert. Durch diese Verfahren wurde in der Mehrzahl der
Falle eine Restauration der Ellbogenflexion bzw. Armabduktion méglich, ohne dass die

Ursprungsfunktionen der benutzten Donornerven wesentlich gestort war.



10 Einleitung

Retina Oligodendrocyt

Y -

k.
ibende rophisch
Stirmulation

retrograder Zelltod :
Axotomie ‘

Meutotrophing
Schwann’sche Zelle

Abb. 1 Schematische Zusammenfassung neurophysiologischer Grundlagen

A. Eine RGZ innerviert Uber das retinofugale Axon ihr Zielgebiet im Mittelhirn. Die axonale
Myelinisierung erfolgt in zentralen Nerven typischerweise durch Oligodendroglia. B. Bei einer
axonalen Verletzung wird angenommen, dass ansonsten im Cytoplasma ansassige Inhibitoren an
die gliale Oberflache gelangen und so ein Weiterwachsen der Axone blockieren. Zudem wird
durch die Diskonnektion vom Zielgebiet die Versorgung des Neurons mit trophischen Faktoren
unterbrochen. Somit drohen der RGZ der Zelltod und mikrogliale Phagocytose innerhalb weniger
Tage. C. Eine axonale Regeneration ist innerhalb eines peripheren Nervensegmentes bishin zur
Resynaptogenese im Zielgebiet moglich. Die neurotrophe Versorgung und axonale Myelinisierung

erfolgt dann durch Schwannsche Zellen.
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1.4. Aufbau und Funktion der Retina

Im Bezug auf neuronales Regenerationsvermdgen und Art der Gliazellen erfiillt die Retina
typische Eigenschaften des ZNS. Sie wird als vorgelagerter Teil des Gehirns betrachtet.
Da sie zentrales Objekt der biochemischen, histochemischen und cytologischen
Untersuchungen dieser Dissertation ist, soll ihre Anatomie und Physiologie anhand einer
Grafik kurz dargestellt werden (Rohen, 1994, fiir Ubersicht), (Vergl. Abb. 2).
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Abb. 2 Aufbau und Funktion der Retina

Das Licht tritt von der Ganglienzellschicht her ein und wird von den Photorezeptoren in
elektrische Signale umgewandelt. Das Signal wird Uber Bipolarzellen der inneren nuklearen
Schicht zu den Ganglienzellen weitergeleitet, deren Axone den Sehnerv bilden. Eine Modulation
der Signalweiterleitung geschieht durch amakrine oder Horizontalzellen, die in den synaptischen
Zonen eine intensive Quervernetzung der Neurone bilden. Zwischen den neuronalen Zellen
befinden sich Millerzellen (Astroglia), deren Auslaufer die gesamte neurale Retina
durchspannen. Diese Zellen entsprechen Radialgliazellen im Gehirn und erfillen beispielsweise
Aufgaben der Gewebsstabilisierung und zellularen Homoostase. Dem Pigmentepithel kommen vor

allem Funktionen beim Recycling des Sehpigments Rhodopsin zu.
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1.5. Ziele der Arbeit

Der Ersatz des durchtrennten Sehnerven durch ein peripheres Nerventransplantat ist
mittlerweile ein fest etabliertes Modell in der Regenerationsforschung. In vielen Fallen
diente es der Messung der neuritogenen Potenz von Pharmaka, die intravitreal appliziert
wurden und ggf. zu einer Zunahme der einwachsenden RGZ-Axone flihrten. Das Modell
lieferte auch relevante funktionelle Daten, z.B. nach Rekonnektion regenerierender Axone
mit zentralen visuellen Arealen. Relativ wenig Beachtung fanden bisher biochemische
Auswirkungen der Transplantation auf das visuelle System, insbesondere auf die Retina.
Diese Aspekte sind jedoch ebenso mit dem axonalen Wachstum der RGZ verbunden und
somit auch regenerationsrelevant. Folglich soll in dieser Arbeit der Frage nachgegangen
werden, ob A) der peripher-nervdse Sehnerversatz biochemisch meRbare,
regenerationsspezifische Anderungen in der Retina auslést und B) inwieweit

regenerierende RGZ dadurch selbst peripher-nervose Eigenschaften annehmen.

Es wurden folgende experimentelle Ziele angestrebt:

1.) Identifizierung regenerationsrelevanter Proteine im visuellen System der Ratte
durch Proteinmustervergleich von regenerierten Retinae mit solchen nach

Axotomie des Sehnerven und solchen ohne Behandlung

2) Aufzeigen eines regenerationsrelevanten Kontext fur bereits bekannte Proteine
durch Vergleich des Expressionsmusters innerhalb obiger Gruppen mithilfe

spezifischer Antikorper

3.) Vulnerabilitatsvergleich von normalen und regenerierten RGZ bezuglich axonaler
Verletzung und Phagocytose durch Mikrogliazellen mithilfe neuroanatomischer

Farbetechniken

4.)) Stabilisierung regenerierender RGZ durch Umleitung der Axone in ein peripher-
nervoses Zielgewebe (quergestreifte Muskulatur) und Erfassung eventueller
Neurotransmitteranderungen mithilfe neuroanatomischer und immunchemischer

Techniken
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2. Material und Methoden

2.1. Chirurgische Methoden

2.1.1. Versuchstiere und Material

Als Versuchstiere dienten mannliche und weibliche Albinoratten des Sprague-Dawley
Stammes (Rattus Norwegicus) mit einem Gewicht von 180 bis 220 g, die entweder selbst
gezicht wurden oder von der Firma Charles River bezogen wurden. Die Haltung erfolgte
paarweise oder zu dritt bei Raumtemperatur (18-20 °C) unter natirlichem Hell-Dunkel-
Rhythmus in Ublichen Zuchtbehaltern (Makrolonkéfig, Typ lll). Die Ernahrung erfolgte
durch eine ad libitum Diat aus Standard Alleinfutter und Leitungswasser. Alle
genehmigungspflichtigen Versuche sind mit Zulassung des Regierungsprasidiums
(Versuchsnummern A49/99; G73/99) durchgefiihrt worden und Uber die Operationen
wurde gemal § 9a (1) des Tierschutzgesetztes Protokoll geflihrt.

Im Rahmen dieser Arbeit wurden insgesamt 86 Ratten bendétigt, deren Verteilung sich wie

folgt aufschlusselt:

Gewinnung von Gewebe fur 1 bzw. 2-D-Gelelektrophorese: 20 Tiere

Gewinnung von Gewebe fur Immunhistochemie, SDS-PAGE und
Western blot: 18 Tiere

Gewinnung von Gewebe fir neuroanatomisch-cytologische Analyse:
Uberleben re-axotomierter regenerierter RGZ in vivo 22 Tiere
Uberleben axotomierter normaler RGZ in vivo 12 Tiere
Langzeitstabilisierung von RGZ durch Umleitung in periphere

Zielgewebe 14 Tiere

Die fur die chirurgischen Eingriffe bendtigten Instrumente (feine Pinzetten, chirurgische
Pinzetten, Mikro-, Kapsel-, Praparationsscheren, Faden- und Skalpellhalter mit spitzen
und stumpfen Klingen, Knochenzange) stammten von den Firmen Aesculap, Martin (beide
Tuttlingen) und Storz. Tupfer von der Grolke 2-5 mm wurden selbst zugeschnitten. Die
Operationen wurden an einem Zeiss Operationsmikroskop (OMI 19-FC) bei 4- bis 16-
facher Vergrofterung durchgefiihrt. Aufderdem standen ein Handstaubsauger und ein

handelsublicher Rasierapparat zur Verfiigung.
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2.1.2. Operationen

2.1.2.1. Anasthesie, postoperative Versorgung und Tétung von Versuchstieren

Vor jedem operativen Eingriff wurden die Ratten durch eine intraperitoneale Injektion von
2 mg Xylazin (Xylazin 2%, Sanofi) und 12,5 mg Ketamin (Ketanest 10%, Sanofi) pro 100 g
Korpergewicht betaubt. Nach Erreichen des Narkosestadiums, das am Erléschen des
Lidreflexes sichergestellt werden konnte, wurde vor allen Eingriffen die Kopfhaut der Tiere
rasiert. Bei der Durchfiihrung der Ischiasnervtransplantation (s.u.) wurden zusatzlich die
Haare am rechte Oberschenkel enfernt. Die Fixierung der Tiere am Operationstisch
erfolgte mit Hilfe einer Maulklemme und Klebestreifen, mit denen die Extremitaten
befestigt wurden.

Unter den oben beschriebenen Bedingungen hielt die Narkose fir ca. 1,5 h an. Um eine
bakterielle Infektion der Hautnahte und ein Austrocknen der Hornhaut zu verhindern,
wurde beides postoperativ mit antibiotikahaltiger Salbe (Gentamytrex, Dr. Mann Pharma)
versorgt und die Tiere in einen Kafig mit frischer Streu Uberflhrt. Einige Stunden nach
dem jeweiligen Eingriff und auch in den darauffolgenden Tagen wurde durch
postoperative Kontrollen sichergestellt, dass alle Tiere die Anasthesie Uberwunden hatten,
keine Verhaltensauffalligkeiten zeigten, die auf Schmerzen hatten hindeuten kénnen, und
dass sich die Hautnahte in einwandfreiem Zustand befanden. Die Tétung der Tiere

geschah schmerzlos in CO,-Atmosphare.

2.1.2.2. Intrakardiale Perfusion von Versuchstieren

Die intrakardiale Perfusion diente der Gewinnung von anamischem und fixierten Gewebe
fur immunhistochemische und neuroanatomische Untersuchungen. Hierflir wurden die
Tiere anasthesiert, ruckwarts auf eine Kunststoffplatte gelegt und daran mit den
gespreizten Extremitaten fixiert. Die Eréffnung der Thoraxhdhle erfolgte mit einer starken
Schere zunachst unterhalb des Sternums und wurde dann U-férmig in kranialer Richtung
fortgesetzt. Das ausgeschnittene Segment Thoraxwand wurde mobilisiert, aufgeklappt
und in kranialer Richtung mit Klemmen fixiert. Ventrikel und Vorhof des linken Herzen
wurden entlang der Herzachse eingeschnitten, der Schlauchaufsatz der Perfusionspumpe
bis in den Aortenbogen vorgeschoben und mit einer Klemme an Ventrikelresten fixiert.
Darauf wurde der Vorhof des rechten Herzen eingeschnitten, um einen schnelleren
Austritt der Perfusionsflissigkeit zu gewahrleisten. Die Perfusion mit PBS erfolgte so
lange, bis Pfoten und Nase weil} erschienen und wurde dann mit dem ungefahr gleichen

Volumen PFA wiederholt.
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2.1.2.3. Axotomie (Durchtrennung) des Sehnerven

Die Axotomie des Sehnerven diente als traumatischer Ausléser fir den retrograden
Zelltod der RGZ. Dessen Auswirkungen wurden einerseits bei der biochemischen
Untersuchung retinaler Proteine und andererseits beim Vulnerabilitdtsvergleich zwischen
normalen und regenerierten RGZ untersucht. Bei allen Versuchen wurde dieser Eingriff
nur am linken Auge durchgeflhrt, so dass die Tiere nie beidseitig erblindeten.

Die Kopfhaut der Ratten wurde mit dem Skalpell durch einen 2 cm langen sagittalen
Schnitt entlang der Medianlinie aufgetrennt und vorsichtig vom Schadel losgel6st, so dass
der linke Kopfhautlappen mit einem chirurgischen Faden (4.0, Ethicon) Uber das linke
Auge hinweggespannt werden konnte. Ein weiterer Schnitt entlang des Os frontale durch
das Bindegewebe oberhalb des Augapfels erdffnete den Zugang zur Orbita bei minimaler
Verletzung kleinerer BlutgefalRe. Eine partielle Resektion der Tranendrise ermdglichte
das Auffinden des Sehnerven im retrobulbaren Raum. Desweiteren mussten die oberen
extraokuldren Muskeln durchtrennt werden. An deren am Augapfel verbliebenen Enden
wurde ein Haltefaden angebracht (7.0, Ethicon), dass Auge daran vorsichtig nach unten
gezogen und fixiert. Anschliefend wurden die Meningen mit einer kleinen Schere langs
zum Sehnerven aufgetrennt, so dass der freie Sehnerv vortrat. Dieser konnte nun mit
einer Schere ca. 1 mm vom Bulbus vollstandig durchtrennt werden, so dass der distale
und proximale Teil etwas auseinanderdrifteten.

Bei der Sehnervaxotomie durfte die Arteria centralis, die bei Nagern innerhalb der
Meningen verlauft, nicht beschadigt werden, da dies zu einer ischamischen Schadigung
der Retina mit Nekrose gefiuihrt hatte. Die Integritdt der retinalen Gefafle wurde im
Anschlul an den Eingriff funduskopisch durch eine Aplanation der Cornea uberpruft.
Dazu wurde die Hornhaut mit Augentropfen benetzt und der Augenhintergrund durch
andriicken eines Objekttragers an die Cornea betrachtet. Eine Verletzung der Arteria
centralis konnte bei einer guten Durchblutung der retinalen GefalRe ausgeschlossen
werden. Die Entnahme der Retinae nach Ganglienzelldegeneration fir biochemische und

histochemische Zwecke erfolgte nach 14 Tagen.

2.1.2.4. Transplantation peripherer Nervensegmente

Um traumatisierten RGZ in vivo eine axonale Regeneration zu ermoglichen, wurde der
distale Teil des Sehnerven nach Axotomie durch ein Ischiasnervsegment ersetzt.

Die Entnahme eines Ischiasnervsegmentes wurde immer autolog durchgefihrt, um
AbstoRungsreaktionen zu verhindern. Nach den beschriebenen Operationsvorbereitungen

wurde die Haut einseitig entlang des rechten Oberschenkels eingeschnitten und das
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Operationsfeld durch zwei an den Wundrandern fixierten Haltefaden offengehalten. Ein
interfascialer Schnitt entlang der der Oberschenkelmuslulatur eréffnete den Zugang zum
Ischiasnerven, der anschlie3end dargestellt und von Bindegewebe gesaubert wurde. Ein
ca. 2 cm langes Stick wurde herausgeschnitten und in eine Petrischale mit PBS
uberfuhrt. Nachdem die Muskulatur wieder in ihre urspringliche Lage uUberfuhrt und mit
einem resorbierbaren Faden (7.0, Ethicon) zusammengenaht worden war, konnte der
Hautschnitt durch eine fortlaufende Naht (4.0, Ethicon) verschlossen werden.

Die Orbitotomie sowie die Auffinding, Darstellung und Axotomie des Sehnerven erfolgte
wie unter 2.1.2.3. beschrieben. Als nachstes konnte nun das Epineurium des zuvor
entnommenen Ischiasnervsegmentes durch 3 Nahte (10.0, Ethicon) mit Duraresten des
Opticusstumpfes verbunden werden, so dass auf diese Weise eine echte Sehnerv-
Ischiasnerv-Anastomose hergestellt wurde. Das Transplantat wurde blind endend in einen
1 bis 2 mm breiten Knochenkanal gelegt, der zuvor parasagittal mit einem Zahnarztbohrer
in den Schadel gefral3t worden war. Zur Stabilisierung der Anastomose wurde um diese
herum ein Polster aus Gelfoam gelegt und die Kopfhaut durch eine Naht verschlossen.
Die Entnahme der Retinae nach Gangliezellregeneration flir biochemische und

histochemische Zwecke erfolgte ebenfalls nach 14 Tagen.

Fir Versuche der Lanzeitstabilisierung von RGZ sollten die regenerierenden Axone in
periphere Zielgebiete umgeleitet werden. Hierfur wurde eine gleichzeitige Rekonnektion
des distalen Teils des Transplantates mit der Kaumuskulatur gewahlt, da dieser aufgrund
seiner topologischen Nahe zum Auge geeignet war. Die Operation wurde wie oben
beschrieben durchgefiihrt, nur dass der Knochenkanal nicht gerade, sondern im Bogen
mit einem Ausgang zum Kaumuskel in den Schadel gefrat wurde. Oberflachliche
sehnige Anteile des Muskels wurden auf einer breite von ca. 6-7 mm bis zum Erscheinen
des rotes Muskelgewebes reseziert, bis ein geeignetes Bett zur Aufnahme des
Transplantatendes entstanden war. Die neuroanatomisch-histologische Untersuchung

dieser neuromuskukaren Ubergangszone erfolgte 8 Wochen nach der Transplantation.
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Abb. 3 Schematische Darstellungen des Transplantationsparadigmas

A. Der distale Teil des durchtrennten Sehnerven wird durch ein peripheres Nervensegment
ersetzt und Ganglienzellaxonen so eine axonale Regeneration ermoglicht. B. Aufsicht auf den
Rattenschadel. Der distale Teil des Transplantates verbleibt entweder blind endend im Schadel

(gestrichelte Linie) oder wird fiur Langzeituntersuchungen mit Zielgeweben, hier der
Kaumuskulatur, verbunden.
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Abb. 4 Chirurgische Schritte

A. Autologes Ischiasnervsegment von ca. 12 mm Lange nach der Entnahme. B. Praparation des
Transplantates mit je drei 10.0er Faden. C. Chirurgische Darstellung und Axotomie des
Sehnerven. D. Annaherung des preparierten Ischias-Segmentes an den durchtrennten Sehnerven.
E. Fertiggestellte Opticus-Ischias-Anastomose. F. Fundoskopische Kontrolle der retinalen
Vaskularisierung. MaBstabe alle 5 mm.
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2.1.2.5. Retrograde Markierung von retinalen Ganglienzellen

Um das neuronale Uberleben von RGZ nach Axotomie mit dem von regenerierten RGZ
nach ihrer erneuten Axotomie untersuchen und vergleichen zu kénnen, war es
erforderlich, die jeweiligen Zellen durch Fluoreszenzfarbstoffe anzufarben.

Die Markierung von nativen RGZ erfolgte direkt nach intraorbitaler Axotomie des
Sehnerven (s. 2.1.3.1.). Es wurden nun winzige Kristalle des Fluoreszenzfarbstoffes N-4-
4-(4-[Didecylamino]stryryl)-N-methylpyridiniumiodid (4-10-Di-Asp, Molecular Probes) oder
alternativ 1,1°-Dioctadecyl-3,3,3",3 -tetramethylindocarbocyaninperchlorat (Dil, Molecular
Probes) auf dem Sehnervstumpf plaziert, mit Freund’schem Adjuvans benetzt und mit
Gelfoam in Position gehalten. Der Hautschnitt wurde wie gehabt verschlossen. Uber den
axonalen Transport kam es nun zu einer intensiven Anfarbung von RGZ, deren Uberleben
nach 4, 7, 14 und 28 Tagen quantifiziert wurde.

Fir die Re-Axotomie und Markierung von regenerierten RGZ wurden Ratten verwendet,
bei denen 14 Tage zuvor die beschriebene Ischiasnervtransplantation durchgefihrt
worden war. Wahrend dieser Zeit waren die Ganglienzellaxone in ausreichender Lange in
das Transplantat eingewachsen. Es wurden hierzu die transplantierten Ratten nochmals
betaubt, das Transplantat im Verlauf des Knochenkanals freigelegt und an der
Orbitakante (ca. 3 - 4 mm von der Anastomose) durchtrennt. Die Farbstoffkristalle wurden
an die Schnittstelle gelegt, ebenfalls benetzt und mit Gelfoam fixiert. Abschliefend
erfolgte wieder die Hautnaht. Das neuronale Uberleben der regenerierten RGZ, die bei
diesem Eingriff re-axotomiert worden sind, wurde analog zu den nativen RGZ nach 4, 7,
14 und 28 bestimmit.

Eine weitere Art der retrograden Markierung wurde bei RGZ durchgefiihrt, dessen Axone
zwecks Langzeitstabilisierung in die Kaumuskulatur umgeleitet worden waren. Die
betreffenden Tiere wurden acht Wochen nach der Transplantation reanasthesiert und die
neuromuskulare Verbindungsstelle freigelegt. Mit einem spitzen Skalpell (Nr. 11) wurden
feine Stichinzisionen in den Muskel 1-2 mm unterhalb der Transplantateinmindungsstelle
gesetzt. Kleine Di-Asp-Kristalle wurden in die entstandenen Kavitaten gedruckt und mit
etwas benetztem Gelfoam fixiert. Der Hautverschlu® erfolgte wie oben erwahnt. Die
Quantifizierung der RGZ mit ins Muskelgewebe regenerierten Axonen erfolgte 7 Tage

nach der retrograden Markierung.
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Abb. 5 Fluoreszenzfarbstoffe als neuroanatomische Tracer

Das Pyridiniumderivat Di-Asp (A) sowie das Carbocyanin Dil (B) konnen zur retrograden
Markierung von Neuronen verwendet werden. Dazu werden winzige Farbstoffkristalle an
Nervenstimpfen oder in Terminationsgebieten plaziert, was Uber den axonalen Transport eine
intensive Fluoreszenz der Neurone zur Folge hat. Bei Phagocytose von absterbenden Neuronen

durch immunkompetente Zellen, z.B. nach Axotomie, geht der Farbstoff in diese uber

(transzellulare Farbung).
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2.1.3. Praparation der Retinae

Nach Totung der Ratten und Enukleation der Augen wurden diese in eine Petrischale mit
eisgekuhltem PBS uberfuhrt. Unter Betrachtung mit einer Stereolupe wurden zunachst
verbliebene Gewebsreste mit einer Kapselschere vom Augapfel abgetrennt. Dann erfolgte
ein Skalpelleinstich in den Limbus, der als Ansatzpunkt flr einen zirkumferentiellen
Schnitt diente, bei dem der vordere Teil des Auges mit Cornea, Iris und Linse entfernt
werden konnte. Es folgten 4 radiale Einschnitte in die verbiebene hintere Augenkammer
im Winkel von 90 °, die dann die schrittweise Separation der Retina von der Sklera mit
feinen Pinzetten ermdglichte. Danach wurde die halbkugelférmige Retina auf einer
Nitrocellulosemembran mit der Ganglienzellschicht nach oben kleeblattférmig
ausgebreitet und an den Randern leicht angetackert. Auf der Nitrocellulosemembran
liegend wurde die Retina nun auf ein weildes Filterpapier Uberfihrt und so die Flussigkeit
nach unten weggesaugt, ohne dass das Gewebe ganz trocken wurde. Dies diente der
besseren Haftung der Netzhaut auf dem Nitrocellulosefilter. Reste des noch auf der
Retina haftenden Glaskorpers wurden anschlie3end mit feinen Pinzetten entfernt.
Retinae, die markierte RGZ enthielten und fir Quantifizierungen vorgesehen waren,
wurden mitsamt Nitrocellulosemembran in eine Petrischale mit Fixiermittel (4%iges PFA in
PBS) transferiert. In diesem Medium verblieben die ausgebreiteten Retinae mindestens 2
h, bevor sie auf Objekttragern in Mowiol eingebettet und unter dem Fluoreszenzmikroskop
ausgewertet wurden.

Retinae fur biochemische Untersuchungen wurden am Ende von den Nitrocellulosefiltern
wieder abgezogen, auf den Boden von Eppendorfcups Uberfihrt und in flissigem
Stickstoff schockgefroren.

Um Retinagewebe flr immunhistochemische Farbungen zu gewinnen, wurden bereits die
enukleierten Augen in eine vorgefertigte kleine Form positioniert, mit Tissue Tek
Ubergossen und die gesamte Form dann ebenfalls in flissigem Stickstoff eingefroren. Aus
diesen gefrorenen Blocks wurden dann mit Hilfe eines Kryostaten Querschnitte des Auges

hergestellt.
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2.2. Lichtmikroskopische Verfahren

2.2.1. Material

Einbettungsmedium fir Kryostatschnitte: Tissue Tek (Sakura)

Objekttréager: (Engelbrecht)

Blockierlésung: Fotales Kalberserum (10 % FCS) (Seromed)

Eindeckelmedium: Mowiol 4-88 (Hoechst)

Zwolf Gramm Mowiol wurden zunachst in 30 g fluoreszenzfreiem Glycerol unter

intensivem Rihren geldst und danach 30 ml destilliertes Wasser zugegeben. Unter
leichtem Riihren wurde der entstandenen Suspension weitere 60 ml einer 0,2 M Tris/HCI-
Puffer-Losung pH 8,5 hinzugefiigt wurden. Die Flissigkeit wurde bei 56 °C flir 10 min
leicht gertihrt und unl@sliche Bestandteile bei 5000 g fur 15 min abzentrifugiert. Der
Uberstand wurde bei — 20 °C aufbewahrt (fir die Immunhistochemie von

Cryostatschnitten erfolgte der Zusatz von 5 pg/ml DAPI [Sigma] zur Zellkernfarbung).

Erstantikérper (alle IgG):
Anti-GFAP, monoklonal, Quelle: Maus (Sigma)
Verdinnung: 1:50

Anti Bcl-2, monoklonal, Quelle: Maus (Sigma)
Verdinnung: 1:50

Anti-Complement 3-Rezeptor (Ox-42), polykl., Qu.: Maus (Serotec)
Verdinnung: 1:50

Anti-Hsp27, polyklonal, Quelle: Kaninchen (Upstate)
Verdinnung: 1:50

Anti-Cholinacetyltransferase, polyklonal, Quelle: Ziege  (Chemicon)
Verdinnung: 1:50

Anti-Neurofilament, monoklonal, Quelle: Maus (Sigma)

Verdinnung: 1:50

Zweitantikorper (alle 1gG):

Anti-Maus gekoppelt mit Cy-2, Quelle: Ziege (Dianova)
Verdinnung: 1:50
Anti-Kaninchen gekoppelt mit TRITC, Quelle: Ziege (Sigma)



Material und Methoden 23

Verdinnung: 1:50

Anti-Kaninchen gekoppelt mit Cy-2, Quelle: Ziege (Dianova)
Verdinnung: 1:50

Anti-Ziege gekoppelt mit Cy-3, Quelle: Esel (Sigma)
Verdinnung: 1:50

Anti-Ziege gekoppelt mit FITC (Serotec)
Verdinnung: 1:50

Phosphat-gepufferte Kochsalzlésung pH 7.4 (PBS)

NaCl 94g

Na,HPO4 2449

KH,PO4 0,27g (alle Merck)
Aquadest ad 1000ml

(Angleichung des pH-Wertes mit 0,1 M HCI oder NaOH)

Fixierlésung:
Paraformaldehyd (PFA) 409

PBS ad 1000ml

Gerate und sonstige Materialien:

Praparations-Stereomikroskop (Zeiss): STEMI SR

Kaltlichtquelle (Schrott): KL 1500-Z

Kryostat (Reichert-dJung): 2800 Frigocut E

Axiophot  (Zeiss): Fluoreszenzmikroskop ~ mit  Epifluoreszenzeinrichtung mit
FluoreszenZfiltern 450 bis 490 nm, 510 bis 560 nm und 395 bis 440 nm, HBO 50 W
Quecksilberhochdrucklampe

Kamerasystem und Bildanalysesoftware: Axiovision (Zeiss)

Praparationsbesteck:

Feine Pinzetten, spitze und runde Skalpellklingen (Nr. 10, Nr. 11), Skalpellhalter,

Kapselschere (Storz)

Verbrauchsmaterial:

Nitrocellulosefilter (Sartorius): schwarz, Durchmesser 50 mm, Porengrésse 0,45 um
Filterpapier (Whatman): weiss

Petrischalen (Greiner): Durchmesser 35 mm
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2.2.2. Immunhistochemie

Die Immunhistochemie basiert auf der spezifischen Bindung eines unmarkierten
Antikérpers an Membranantigenen oder an anderen Proteinen des Gewebes. Durch einen
Zweitantikorper, der an einen Fluoreszenzfarbstoff gekoppelt ist und seinerseits spezifisch
an den Erstantikdrper bindet, kann das Membranantigen bzw. Protein unter einem
Fluoreszenzmikroskop sichtbar gemacht werden. Alle Farbungen dieser Art wurden an

Kryostatschnitten nach folgendem Protokoll durchgefiihrt:

Fixierung der Schnitte in —20°C kaltem Methanol (Merck) fir 10 min *
Waschen der Schnitte fiir 3 x 5 min in PBS pH 7,4
Blocken der Schnitte mit FCS (10 %) fir 30 min und Entfernen der Blockierlésung*
durch tippen der Objekttrager auf Filterpapier am Ende des Schrittes
Waschen flir 1 x 5 min in PBS pH 7,4
Pipettieren der Erstantikdrperlésung* auf die Schnitte und Inkubation tber Nacht
bei 4 °C in einem wasserdampfgesattigten Gefaly
Waschen der Schnitte 3 x 5 min in PBS pH 7,4
Pipettieren der Zweitantikbrperldsung* auf die Schnitte und Inkubation in einem
wasserdampfgesattigten Gefald fur 1 h bei Raumtemperatur und Dunkelheit

8. Waschen der Schnitte 3 x 5 min in PBS pH 7,4

9. Eindeckeln der Schnitte in Mowiol (mit 5 pg/ml DAPI-Zusatz)

10. Betrachtung, Auswertung und Dokumantation unter dem Fluoreszenzmikroskop
mithilfe des zugehorigen Bildanalysesystems

11. Lagerung der Schnitte bei — 20 °C und bei Dunkelheit

Bei den Negativkontrollen wurde bei sonst identischer Verfahrensweise anstelle der

Erstantikdrperlésung PBS auf die Schnitte pipettiert.

*) Bei Immunhistochemie an retinalen Ganzpraparaten (whole-mounts) wurde auf Schritt 1
verzichtet und den Blockier-und Antikérperlésungen 0,1 % Triton X-100 zugesetzt.
Blockier-und Antikdrperlésungen Lésungen bestanden in diesem Fall aus PBS mit 2 %
BSA.
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2.2.3. Fluoreszenzmikroskopie

2.2.31. Auswertung und Zellquantifizierung von Retinae nach retrograder

Ganglienzellmarkierung

Fir die Betrachtung der mit Di-Asp angereicherten RGZ und Mikrogliazellen eignete sich
der FITC-Filter des Mikroskops. Zellzdhlungen wurden Ublicherweise mit einem
Okulargitternetz mit dem 40 x Objektiv (400-fache Endvergroferung) durchgefiihrt. Die
Resultate der Zellzahlbestimmung pro Ausschnitt, die sich entlang einer gedachten Linie
vom Zentrum der Retina aus hin zur Peripherie erstreckten und die Retina in finf
imaginare Zonen konzentrisch um die Papille unterteilten, wurden fur jede Retina gemittelt

und als Zelldichte in Form von Zellen/mm? berechnet.

- Nitrocellulosefilter

Zahlrahmen

gefarbte Zellen

Abb. 6 Schematische Darstellung der Quantifizierung der retrograd
markierten RGZ bzw. transzellular gefarbten Mikrogliazellen

in retinalen Ganzpraparaten (whole-mounts).
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2.3. Biochemische Methoden

2.3.1. Material

2.3.1.1. Chemikalien

Acrylamid-Stamml&sung (0,8% Bisacrylamid, 30% Acrylamid)

Agarose
APS (Ammoniumpersulfat)
Ammoniumsulfat

B-Mercaptoethanol, p.A.

Bromphenolblau (37,3"",5",5""-Tetrabromphenol-sulphophtalein)
CHAPS (3-[(3-Cholamidopropyl)dimethylammonio]1-propansulfat

Coomassie Brilliant Blue G 250

Dry Strip Cover Fluid
Di-Natriumhydrogenphosphat Dihydrat
DTT (Dithiothreitol)

ECL (“Enhanced Chemoluminescence”)
EDTA (Ethylendiamintetraessigsaure)
Essigsaure (96%)

Ethanol (absol.)

Formaldehydlésung (37%)

Glycerin (87%)

Harnstoff, ultra pure

lodoacetamid

Isobutylalkohol (2-Methyl-1-propanol)
Kaliumchlorid

Magermilchpulver fur die Molekularbiologie
Methanol

Natriumcarbonat (wasserfrei)
Natriumdihydrogensulfat-Dihydrat
Natriumthiosulfat-Pentahydrat
Pharmalyte

PMSF (Phenylmethylsulfonylfluorid)
Phosphorsaure 85%

Rainbow-Marker (250-10 kDa)

Rinderserum-Albumin (BSA), Standart fir Proteinbestimmung

Roth
Merck
Roth
Merck
Roth
Sigma
Sigma
Merck
Amersham
Merck
Roche
Amersham
Sigma
Roth
Merck
Sigma
Roth
Merck
Sigma
Sigma
Merck
Merck
Roth
Merck
Merck
Merck
Amersham
Sigma
Merck
Sigma
Sigma
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Saccharose Merck
SDS (sodiumdodecylsulfate, = Natriumlaurylsulfat) Sigma
Silbernitrat Merck
TEMED (N,N,N",N"-Tetramethylendiamin) Sigma
Tris (Tris-(hydroxymethyl)aminomethan) Roth

Tween 20 (Polyoxyethylensorbitan-monolaurat) Fluka

2.3.1.2. Geréte, Zubehor und Verbrauchsmaterial

Gerate und Zubehor:

Gelgielstand flr Polyacrylamid-Flachgele und Zubehor: 7 Sets Glasscheiben, Spacer 1
mm, Trennscheiben aus Plexiglas, Probenkdamme (Fa. Hanischmacher)

Gelgiefistand fur Polyacrylamid-Flachgele und Zubehdr: Kunststoffgehduse, 8
Glasgelkasetten, Kunststoffspacer und Gelkasettendummies (Ettan Dalt Six, Gel Caster;
Amersham)

Elektrophoreseaparatur flir Gele mit folgenden Maften: Hohe 100 mm, Breite 85 mm,
Tiefe 1 und 0,5 mm (Fa. Hanischmacher)

Elektrophoreseaparatur flir Gele mit folgenden Mafken: 18 x 16 x 1 mm (H x B x T; Fa.
Hanischmacher)

Apparatur zur isoelektrischen Fokussierung von Proteinproben in immobilisierten pH-
Gradienten (IPG) und Zubehdr: Multiphor Il, Dry Strip Tray, Dry Strip Aligner und
Papierelektroden (Amersham)

Elektrophoreseapparatur fur Gele mit folgenden MafRRen: 200 x 255 x 1 mm (H x B x T),
(Ettan Dalt Six Elektrophoresis Unit; Amersham)

Stromversorgung: Power Pac 3000 (Bio Rad) und EPS 3501 XL (Amersham)
pH-Elektrode: pH Meter (Beckmann)

Tischzentrifuge: 5415 C ( Eppendorf, Beschleunigung bis 14 U/min)

Grolde Zentrifuge: 6K15 (Sigma)

Photometer: Ultrospec 3000 (Pharmacia Biotech)

Schittler (Vibrax VXR, IKA)

Roéntgenfilmentwicklungsmaschine: Curix 60 (Agfa)

Blockthermostat: BT 200 (Kleinfeld)

Ultraschallhomogenisator: UW 70 (Bandelin)

Kihlung (Omnilab, National Lab)

Reswelling Tray (Amersham)

Sonstige laboribliche Gerate: Freiwaage, Vortexgerat, Heizplatten mit Magnetrihrer,

Spritzen und Kantlen sowie ein Abzug
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Verbrauchsmaterial:
Nitrocellulosemembran (Protan BA 83; Schleicher & Schnell), Whatman 3 MM Filter
(Whatman Maidstone), Rontgenfilme (Curix HC 1000G; Agfa), IPG-Strips (pH 4-7, Lange

18 cm; Amersham)

2.3.2. Proteinbestimmung

Die Bestimmung erfolgte nach Bradford (1976). Die Proteinbestimmung basiert auf der
selektiven Bindung des Farbstoffes Coomassie Brilliant Blue G 250 an Proteine, wobei
das Absorbtionsmaximum von 465 nm auf 595 nm verschoben wird. Da der
Extinktionskoeffizient Uber einen weiteren Konzentrationsbereich konstant bleibt, kdnnen
die Proteinkonzentrationen bei geeigneter Probenverdinnung und unter Anwendung des

Lambert-Beerschen Gesetztes photometrisch gemessen werden.

Bradford-Reagenz: Coomassie Brilliant Blue G 250 (0,01 %)
Phosphorsaure (8,5 %)
Ethanol (4,7 %)

Zur Erstellung einer Standardkurve wurden definierte Mengen BSA (2, 4, 6, 8, 10 pg) in
0,1 ml Wasser geldst und anschliefend 1 ml Bradford-Reagenz hinzugegeben. Die kurz
gevortexte Loésung wurde nach 2 min in 2 ml-Kivetten Uberfuhrt und darauf die Absorbtion
bei 595 nm gegenuber einem Nullwert gemessen. Die ermittelten Absorbtionswerte
wurden gegen entsprechende Proteinmengen abgetragen, so dass durch diese eine
Ausgleichsgerade gelegt werden konnte, die zugleich die Standardkurve darstellte. Um
die Proteinmenge in einer Losung zu bestimmen, wurde ein bestimmtes Volumen mit
Aqua dest. auf 0,1 ml aufgeflllt und wie oben beschrieben mit 1 ml Bradford-Reagenz
versetzt. Die bei 595 nm gemessenen Absorbtionswerte liessen sich anhand der

Standardkurve einer entsprechenden Referenzmenge BSA zuordnen.
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2.3.3. Diskontinuierliche SDS-Polyacrylamidgel-Elektrophorese (SDS-PAGE)

Die diskontinuierliche SDS-PAGE ist ein geeignetes Verfahren zur Auftrennung von
Proteingemischen. Die Proteine werden zuvor durch Hitze und die Anwesenheit von SDS
denaturiert. Eventuell vorhandene Disulfidbricken werden durch Mercaptoethanol im
Probenpuffer gespalten. Bei der SDS-PAGE wandert der negativ geladene SDS-
Proteinkomplex im elektrischen Feld zur Anode, wobei der Molekularsiebeffekt einer
porésen Polyacrylamidmatrix die SDS-Proteinkomplexe nach ihrem Stokes-Radius und
damit ihrem Molekulargewicht auftrennt (Laemmli, 1970). Das Verfahren fand in der
vorliegenden Arbeit Anwendung zur Auftrennung fir Western blot und die Kontrolle von

Molekulargewichten.

2.3.3.1. Lésungen

Sammelgelpuffer: 0,5 M Tris/HCI, pH 6,8
SDS (0,4 %)
NaNj; (0,02 %)

Trenngelpuffer: 1,5 M Tris/HCI, pH 8,8
SDS (0,4 %)
NaNj; (0,02 %)

Laufpuffer (10-fach): 250 mM Tris
1,92 M Glycin
SDS (0,1 %)
NaN; (0,02 %)

Die hier genannten Pufferldésungen wurden nach der Herstellung filtriert und max. 8
Monate bei 4 °C aufbewahrt.

Starten der Polymerisierungsreaktion:
TEMED
APS (20 %, aliquotiert bei —20 °C)

Probenpuffer: Tris/HCI, pH 6,8 (130 mM)
SDS (10 %)
Mercaptoethanol (10 %)
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Bromphenolblau (0,06 %)
Glycerin (20 %)

Lysepuffer: Tris/HCI, pH 7,5 (20 mM)
EDTA (0,1 mM)
Mercaptoethanol (0,1 %)
Saccharose (300 mM)
PMSF (0,1 mM; jeweils frisch zugesetzt)
Triton (1%)

Proben- und Lysepuffer wurden in 1,5 ml-Aliquots aufgeteilt und bei — 20 °C aufbewahrt.

2.3.3.2. GieBen der Gele

Fir die Western blots wurden auschlief3lich Gele mit 12 % Dichte (entsprechend des
Acrylamidanteils) angefertigt, da sich hiermit ein breites Spektrum an Molekulargewichten
auftrennen lieR. Zumeist wurden finf Gele gleichzeitig gegossen. Hierzu wurden die
Glasplatten der Flachgele in Form von Sandwichs (Glasplatte mit Ausparung/2
Spacer/Glasplatte ohne Aussparung) pro Gel im Giel3stand aufgebaut. Dieser wurde
anschliessend mit Plexiglasplatten plan aufgefillt und durch eine weitere Kunsstoffplatte
von auRen mithilfe von Klammern abgedichtet. Danach konnte unter Verwendung der
oben angegebenen Stammldsungen mit dem GielRen der Trenngele begonnen werden.
Die angegebenen Mengen sind fur funf Gele der Abmessung 85 x 100 x 1 mm (L x B x T)

zugrunde gelegt.

Bendtigte Losungsmengen fur funf 12 %ige (Trenn-)Gele:

Trenngelpuffer: 15 ml
Acrylamid-Stammlésung: 24 ml

Aqua dest.: 21 mi

Zum Polymerisieren wurden 100 ul TEMED und 100 pul APS (20 %) zugesetzt, verrihrt
und dann relativ schnell in den Gelgiefl3stand gefullt, wobei 3 cm flir das Sammelgel bis
zum oberen Glasplattenrand frei bleiben mussten. Direkt danach wurde jedes Gel mit ca.
0,5 ml Isopropanol oder Isobutylalkohol Uberschichtet. Nach einer Stunde war der

Polymerisationsvorgang  abgeschlossen, so dass nach Entfernung  der
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Uberschichtungsfliissigkeit und Abspiilen mit Aqua dest. mit dem GieRen des

Sammelgels begonnen werden konnte.

Bendotigte Losungsmengen flr finf Sammelgele:

Sammelgelpuffer: 10 ml
Acrylamid-Stammlésung: 6 ml
Aqua dest.: 24 mi

Das Auspolymerisieren des Sammelgels wurde durch Zugabe von 60 ml TEMED und 120
ml APS (20 %) initiiert. Sodann wurde die Sammelgelflissigkeit auf die Trenngele verteilt
und die Teflonkdmme eingesetzt, wobei der Einschluf3 von Luftblasen zwischen den
Taschen zu vermeiden war. Die Polymerisation des Sammelgels war nach ca. 30 min bei
Raumtemperatur abeschlossen, so dass die fertigen Gele aus dem Gieldstand
entnommen und danach in Haushaltsfolie eingepackt werden konnten. Bei Lagerung in
einer mit Wasserdampf gesattigten Plastikschachtel bei 4 °C konnten diese bis zu 2

Wochen gelagert werden.

2.3.3.3. Probenaufarbeitung und Elektrophoresebedingungen

Eine Retina wurde in 100 pl Lysepuffer aufgemommen, mechanisch vorzerkleinert und
dann durch Sonifizierung solubilisiert. Nicht geléste Bestandteile wurden abzentrifugiert.
Die Proteinbestimmung der Proteinlésungen erfolgten wie unter 2.3.2. beschrieben.

Die Gele wurden in die Elektrophoreseaparatur eingespannt und der innere und untere
Tank mit je 150 ml frisch hergestelltem Laufpuffer aufgefillt. Danach konnten die Kdmme
vorsichtig aus dem Sammelgel herausgezogen werden. Die in den Probenpuffer
aufgenommen Proteinlésungen (Verdinnung 1 + 3) wurden im Thermoblock fir 5 min auf
95°C erhitzt und anschlieBend kurz gevortext. 20 oder 15 ml der so aufgearbeiteten
Probe wurden mittels einer Pipette in die Geltaschen Gberfihrt. Die Elektrophorese konnte
anschlieBend durch Anlegen einer Spannung von zunachst 100 V gestartet werden.
Nachdem die Proteine das Trenngel erreicht hatten, wurde diese auf 200 V erhoht. Kurz
bevor die Bromphenolblaufront das Ende des Gels erreicht hatte, wurde die

Elektrophorese gestoppt.
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2.3.3.4. Fixierung und Farbung der Gele

Coomassie-Farbung

Die Coomassiefarbung beruht auf einer selektiven Bindung des Farbstoffes Coomassie
Brilliant Blue G 250 an Proteine.

Coomassie-Farbelésung:  Coomassie Brilliant Blue G 250 (0,2 %)
Essigsaure (10 %)
Methanol (50 %)

Diese Ldsung, die gleichzeitig auch fixierend wirkt, wurde nach der Herstellung filtriert und

lichtgeschutzt bei Raumtemperatur aufbewahrt.

Entfarbelésung: Essigsaure (7,5 %)
Ethanol (30 %)

Die Gele verblieben unter leichter Agitation fir 20 min im Farbebad. Danach wurde diese
zur Wiederverwendung abgesaugt, Losungsreste kurz mit Wasser weggespult und
letztlich die Entfarbeldsung zugegeben. Es dauerte i.d.R. 24 h, bis die Proteinbanden
deutlich sichtbar und die Hintergrundfarbung weitestgehend verschwunden war. Bis zur
photographischen Dokumentation konnten die Gele in Wasser mit etwas Essigsaure bei 4

°C aufbewahrt werden.

Silberfarbung:
Bei der Silberfarbung bilden Ag*-lonen Komplexe mit Glu-, Asp- und Cys-Resten der

Proteine. Reduktionsmittel wie Na,S,0; reduzieren Ag*-lonen zu elementarem Ag’°

welches sich entsprechend niederschlagt und die Proteinbanden folglich sichtbar macht.

L&sungen:

Fixiermittel: Methanol (50 %)
Essigsaure (12 %)

Waschlosung: Ethanol (30 %)
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Impragnierlosung:

Silberinkubationslésung:

Reduktionslosung:

Reduktionsstopplésung:

Farbeprozedur:

N ok oobhd-=

Aqua dest. (150 ml)
Formaldehyd 35 % (100 pl)
N328203 43 % (75 ].ll)

AgNO; 10% (150 ml)
Formaldehyd 35 % (100 ul) (lichtgeschiitzt aufzubewahren)

Na,CO; 60 % (250 ml)
Formaldehyd 35 % (125 pl)

N328203 43 % (2,5 ].ll)

Essigsaure 7 %

Fixierung: 3 x 20 min in 200 ml Fixierldsung
Waschen mit Ethanol 30 %: 3 x 5 min
Impragnierldésung: 45 sec unter kraftigem Schwenken
Waschen mit Aqua dest.: 3 x 1 min

Inkubation mit Silberlésung: 20 min

Kurzes Waschen mit Aqua dest.: 15 sec

Reduktion: zundchst nur 50 ml Reduktionsldésung zugeben, kurz schwenken und

ausgefalltes AgCO; schnell abgielien, danach Entwicklung mit restlicher Lésung

8. Sobald Banden gut entwickelt, mit Aqua dest. spllen

9. Stoppen der Reduktion mit Essigsaure 7 %

10. Kurz waschen mit Aqua dest.: 5 min
11.  Lagerung in Ethanol 30 % bei 4°C



34 Material und Methoden

2.3.4. Western blot

2.3.4.1. Proteintransfer

Beim Western blot werden Proteine eines SDS-Gels elektrophoretisch auf die Oberflache
einer Membran Ubertragen. Dadurch werden sie fir Antikdrper zuganglich und folglich
immunologisch detektierbar. In der vorliegenden Arbeit wurden die durch SDS-PAGE
aufgetrennten Proteine durch das Tankblottingverfahren auf eine Nitrocellulosemembran

Ubertragen. Dazu wurde folgender Transferpuffer verwendet:

Tris 25 mM
Glycin 192 mM
Methanol (20 %)

Sowohl das Gel als auch die auf die entsprechende GréRe zurechtgeschnittenen
Whatmanpapierstiicke und Nitrocellulosemembran wurden zunachst fir 10 min in
Transferpuffer getrankt. Danach musste ein Sandwich in der Reihenfolge Schwammtuch,
Whatmanpapier, Membran, Gel, Whatmanpapier und Schwammtuch assembliert und in
ein Plexiglasgitter eingespannt werden. Um den Einschlu® von Luftblasen zu vermeiden,
wurde das fertige Sandwich mehrmals unter Druck mit einem Zentrifugenglas berollt.
Daraufhin wurde das Eisfach des Transfertanks befillt und das Sandwich so in dessen
Halterungen eingesetzt, dass die Proteine in anodischer Richtung auf die
Nitrocellulosemembran geblottet werden konnten. Daraufhin konnte schlieRlich der
Proteintransfer durch anlegen einer Spannung von 80 V fir 1 h gestartet werden. Die
ausreichende Proteinlibertragung auf die Membran wurde anschliefend durch eine
Coomassie-Farbung des Gels und durch die Erscheinung des Rainbow-Markers auf der

Nitrocellulosemembran kontrolliert.
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2.3.4.2. Detektion und immunologischer Nachweis

Fir das nachfolgend beschriebene immunchemische Protokoll wurden folgender Puffer

und Antikdrper verwendet:

Tris-buffered saline-Tween (TBS-T):
Tris/HCI, pH 7,6; 20 mM
NaCl 137 mM
Tween-20 (0,1 %)

Erstantikorper:
Anti-GFAP, monoklonal, Quelle: Maus

Verdinnung: 1:2000

Anti-Hsp-27, polyklonal, Quelle: Kaninchen
Verdinnung: 1:500

Anti-Cholineacetyltransferase, polyklonal, Quelle: Ziege
Verdunnung: 1:200

Anti Bcl-2, monoklonal, Quelle: Maus

Verdinnung: 1:500

Zweitantikorper:

Anti-Maus, peroxidasegekoppelt, Quelle: Ziege
Verdinnung: 1:20000

Anti-Kaninchen, peroxidasegekoppelt, Quelle: Ziege
Verdinnung: 1:50000

Anti-Ziege, peroxidasegekoppelt, Quelle: Esel
Verdinnung: 1:50000

(Sigma)

(Upstate)

(Chemicon)

(Sigma)

(Dianova)

(Dianova)

(Dianova)
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Der immunologische Nachweis der entsprechenden Proteine wurde nach folgendem
Protokoll durchgefuhrt:

1. Blocken unspezifischer Bindungen: Inkubation der Nitrocellulosemembran in einer
Emulsion aus Magermilchpulver (5 %) in TBS-T fur 1 h bei Raumtemperatur
Waschen: 1 x 15 min, 3 x 5 min in TBS-T

Erstantikdrper in TBS-T verdiinnt: iber Nacht bei 4 °C

Waschen: 1 x 15 min, 3 x 5 min in TBS-T

Zweitantikorper in TBS-T verdunnt: 1 h bei Raumtemperatur

Waschen: 1 x 15 min, 3 x 5 min in TBS-T

Nachweisreaktion: Die Detektion  erfolgte nach dem ,enhanced

N o ok e

chemoluminescence-kit“ (ECL) der Firma Amersham:

Der Blot wurde in einer im Verhaltnis 1:1 frisch angesetzten Lésung aus ECL 1-
und ECL 2-Lésung fur genau 1 min inkubiert, danach mit der Rickseite auf eine
trockene Glasplatte gelegt und sofort mit Haushaltsfolie Uberzogen. Die
Visualisierung der entsprechenden Banden erfolgte durch Belichtung eines

Réntgenfilms und dessen anschlieRende Entwicklung.
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2.3.5. Zweidimensionale Gelelektrophorese (2D-GE)

Die 2D-GE st eine elektrophoretische Technik zur Separation komplexer
Proteingemische, die aus zwei aufeinanderfolgenden Auftrennungsschritten besteht. Die
erste Dimension ist eine isoelektrische Fokussierung (IEF), d.h. hier werden die zuvor
solubilisierten Proteine in einem immobilisierten pH-Gradienten (IPG) im elektrischen Feld
aufgrund ihrer unterschiedlichen Molekilladung aufgetrennt. Bei diesem Prozel3 wandert
ein zwitterionisches Protein solange im elektrischen Feld, bis es den pH-Wert erreicht hat,
bei dem seine Nettoladung Null ist, dem s.g. isoelektrischen Punkt (pl). Dieser hangt
wesentlich vom Gehalt basischer und saurer Aminosauren eines Proteins ab und kann bei
ansonsten massengleichen Proteinen sehr unterschiedlich sein. In der zweiten Dimension
werden die zuvor isoelektrisch fokussierten Proteine dann aufgrund ihrer
unterschiedlichen Molekilmasse aufgetrennt; es handelt sich hierbei also um das bereits
beschriebene Prinzip der SDS-PAGE.

Abb. 7 Schema zur Verdeutlichung der 2D-Elektrophorese

Ein komplexes Gemisch geloster Proteine unterschiedlicher Molekilladung und Masse (A) wird
zunachst gemal der isoelektrischen Punkte in einem pH-Gradienten (B) separiert. Der zweite
Schritt ist eine herkommliche Elektrophorese mit massenabhangiger Auftrennung der Proteine
(©).
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2.3.5.1. Probenaufarbeitung

Eingesetzte Losungen zur Solubilisierung der retinalen Proteine:

Lysepuffer: Einzellésungen:
Harnstoff 8M SDS 10 %
CHAPS 4 % PMSF 100mM
Pharmalyte 2 % DDT 10%

Eine Retina wurde zunachst nach Zugabe von 10 ul SDS-, 5ul PMSF- und 5ul DDT-
Lésung fir 5 min bei 95 °C erhitzt. Nachdem das so vorgeldste Gewebe mit 485 pl
Lysepuffer versetzt worden war, erfolgten mechanische Zerkleinerung und endglltige
Solubilisierung durch Sonifizierung. Hierbei war eine Uberhitzung der Probe
auszuschlieBen, da sich der Solubilisierungsgrad der Proteine damit andern konnte.
Daraufhin wurden nicht gel6ste Bestandteile abzentrifugiert, und die anschlieRende

Proteinbestimmung verlief wie unter 2.3.2. beschrieben.

2.3.5.2. Probenauftrag und Rehydratation eines IPG-Strips

Rehydratationsldsung: Einzellésungen:

Harnstoff 8 M Proteinlésung (x wl, 300 pg entsprechend)
CHAPS 2 % DDT 10 % (10 pl)

BPB 0,002 % Pharmalyte (7ul)

Aqua dest.

ad. 350 pl (= x pl)

Das Volumen Proteinlésung, welches 300 pg Protein entsprach, wurde bis auf das
Gesamtvolumen von 350 ul mit Rehydratationslésung und den ubrigen Einzellésungen
aufgeflllt und vermischt. Diese Auftragslésung wurde in je eine Rinne des Reswelling
Trays uberfuhrt. Daraufhin wurde der IPG-Strips mit der Gelseite nach unten und
definierter pH-Ausrichtung in die Loésung der jeweiligen Rinne gelegt. Eventuell
entstandene Luftblasen unter dem Gel waren mit einer Pinzette zu entfernen. Zuletzt
wurde jede Rinne des Trays zum Schutz vor Harnstoffkristallbildung mit Cover Fluid
Uberschichtet. Die Quellung der IPG-Strips und somit die Aufnahme der Proteine erfolgte

Uber Nacht bei Raumtemperatur.
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2.3.5.3. Isoelektrische Fokussierung (1. Dimension)

Zunachst wurde die Multiphor-Apparatur fur die Aufnahme der rehydratisierten IPG-Strips
vorbereitet. Die Kuhlung wurde auf 18 °C gestellt und die Kihlplatte mit etwas Wasser
benetzt. Anschlielend wurde das Dry Strip Tray unter Vermeidung groRerer
Luftblasenbildung auf der Kuhlplatte fixiert und die Polung etabliert. Dann folgte die
gleichmalige Benetzung des Dry Strip Trays von innen mit Cover Fluid, um eine
gleichmaRige Kuhlung des Fokusierungsbereich zu gewahrleisten. Nun konnte ebenfalls
unter Vermeidung von Luftblasenbildung der Dry Strip Aligner auf das Cover Fluid gelegt
werden. Die rehydratisierten IPG-Strips wurden kurz mit Aqua dest. gespilt und dann mit
der Gelseite nach oben und definierter pH-Ausrichtung in je eine Rinne des Aligners
gelegt. Die zugeschnittenen und mit Aqua dest. getrankten Papierelektroden wurden auf
das saure und basische Ende der nebeneinanderliegenden Gele gelegt und Uber
Steckkontakte mit den Polen verbunden. Der Fokussierungsbereich wurde zum Schlul

wieder mit Cover Fluid Giberschichtet.

Die isoelektrische Fokussierung wurde dann nach folgendem Protokoll durchlaufen:

1.150 V (1 h) 6. 1800 V (15 min)
2.300V (2 h) 7.2300 V (15 min)
3.600 V (1 h) 8. 2800 V (15 min)
4. 800 V (30 min) 9. 3500 V (20 h)

5.1300 V (15 min)

Durch die baldige Migration von BPB zur Anode konnte ein Stromflull sichergestellt

werden, dieser Vorgang bedeutet aber noch keineswegs den Endpunkt der Fokussierung.

2.3.5.4. GieRBen der Gele

Fir die Proteinseparation in der 2. Dimension wurden 12,5 %ige Polyacrylamidgele
verwendet. Auf ein Sammelgel wurde hier verzichtet, da die fokussierten Proteine sich im
IPG-Strip schon auf einer Linie befanden. Mit dem Gelgief3stand konnten bis zu 6 Gele

gleichzeitig gegossen werden und dazu wurden folgende Losungsmengen eingesetzt:

Acrylamid (187,5 ml)
Trenngelpuffer (112,5 ml)
Aqua dest. (ad 450 ml)



40 Material und Methoden

Nach Zugabe von 300 ul TEMED und anschlieBend 750 ul APS (20 %) wurde die

Polymerisation initiiert. Die weitere Behandlung und Lagerung der Gele geschah wie unter
2.3.3.2. beschrieben.

2.3.5.5. Equilibrierung der fokussierten Proben

Equilibrierungslésung:
Tris-HCI, pH 8,8 (50mM)
Harnstoff 6 M

Glycerol 85 % (30 %)
SDS 2 %

BPB 0,002 %

Fir den ersten Equilibrierungsschritt wurde obiger Lésung 40 ul Mercaptoethanol, fir den
zweiten 100 mg lodoacetamid (ad 4 ml/Strip) zugesetzt. Die fokussierten IPG-Strips
wurden mit Aqua dest. gespult und fur je 15 min bei Raumtemperatur equilibriert. Diese
Schritte waren notwendig, um den Ubergang der Proteine von der ersten zur zweiten
Dimension zu erleichtern; aber auch um eine Artefaktbildung wahrend der Elektrophorese

zu verhindern, die durch Reoxidation von Thiolgruppen entstehen konnten.

2.3.5.6. Kontinuierliche Gelelektrophorese (2. Dimension)

Bendtigete Losungen:

Laufpuffer [wie unter 2.3.3. beschrieben]

heil’e, wassrige Agaroseldsung (0,5 %)

Die equilibrierten IPG-Strips wurden mit Aqua dest. abgespilt und dann vorsichtig in
definierter pH-Ausrichtung waagerecht auf die sich in der Glaskasette befindlichen
Polyacrylamidgele gelegt. Zwischen IPG-Strip und Gel verblieben zunachst einige mm
Abstand. Sodann wurden einige ml erhitzte Agaroselésung mit einer Pasteurpipette um
die IPG-Strips herumgegossen, um zwischen ihnen und dem Gel eine
elektrophoresetaugliche Verbindung herzustellen. Gleichzeitig wurden die IPG-Strips
exakt waagerecht ausgerichtet und entstandene Luftblasen entfernt. Nachdem die
Agarose sich verfestigt hatte und ein Teil des Laufpuffers in den unteren Teil der
Elektrophoresezelle gegeben wurde, wurden die Gelkasetten in die dafur vorgesehenen

Halterungen transferiert. Daraufhin wurde die Zelle im oberen Teil weiter mit Laufpuffer
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beflllt. Wenn Dichtigkeit festgestellt wurde und die Kihlanlage auf 11 °C eingestellt war,

konnte die Elektrophorese nach folgendem Protokoll gestartet werden:

300 V (30 min)
1200 V (4-5 h)

Kurz bevor die BPB-Front im Begriff war, aus dem Gel auszutreten, wurde die
Elektrophorese beendet und die Gele aus den Kasetten genommen. Die Gele wurden in

Kunststoff-Trays Uberfuhrt unter unter standiger Agitation uber Nacht fixiert.

2.3.5.7. Fixierung und Farbung der Gele

Die zweidimensional aufgetrennten Proteine wurden einer Farbung mit kolloidalem
Coomassie nach Neuhoff (1988, modifiziert nach Doherty et al., 1998) unterzogen. Die
normale Coomassie-Farbung wie unter 2.3.3.4. beschrieben konnte hier aufgrund der

mangelnden Sensitivitat nicht angewendet werden.

Die Farbung erfolgte nach folgendem Protokoll:

1. Fixierung: Ethanol (50 %)

Phosphorsaure (2 %) uber Nacht
2. Waschen: Aqua dest. (3 x 100 ml) 3 x 30 min
3. Inkubation: Methanol (34 %)

Phosphorsaure (2 %)

Ammoniumsulfat (17 %) 1h
4. Farbung: Methanol (34 %)

Phosphorsaure (2 %)
Ammoniumsulfat (17 %)
Coomassie G 250 (0,066 %) 2-4 Tage

Zur Kontrolle nach der Coomassie-Farbung konnten die Gele auch einer Silberfarbung
unterzogen werden, die nach dem Protokoll unter 2.3.3.4. durchgefiihrt wurde. Die weitere
Lagerung der erfolgte fir Coomassiegele in Inkubationslésung und fir Silbergele in

Ethanol 30 % bei 4 °C. Die gefarbten Gele wurden mit einem handelsublichen
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Blroscanner eingescannt und ohne spezielle Software ausgewertet. Die
Expressionsdnderung eines Proteins im Vergleich zu Kontrollgruppen wurde dann als
relevant angesehen, wenn sie mindestens in 75 % der Falle auftrat. Solche Proteinspots ,
vorzugweise coomassiegefarbt, wurden aus dem Gel isoliert und einer MALDI-TOF-MS-

Analyse zugefihrt.

2.3.5.8. Matrix-assisted laser desorption ionization time-of-flight mass spectrometry
(MALDI-TOF-MS)

Die MALDI-TOF-MS ist ein spektroskopisches Verfahren zur Identifizierung von Proteinen
Uber die Bestimmung der Masse der daraus erzeugbaren Fragmente. Das Verfahren
beinhaltet zunéchst einen in-Gel-Verdau, die Uberfiihrung der Proteinfragmente in die
Gasphase und deren lonisierung. Die darauf folgende Detektion der Massen hat fir ein
bestimmtes Molekul Fingerprint-Charakter und kann unter Hinzuziehung eines
Datenbankabgleiches zu dessen Identifizierung herangezogen werden.

Die in Rahmen der vorliegenden Arbeit vorliegenden MALDI-TOF-MS-Analysen wurden
von der Abteilung ,Integrierte funktionelle Genomik® (IFG) der Universitat Munster
durchgefuhrt. Der genaue Verfahrensablauf soll daher nicht an dieser Stelle erwahnt

werden.

2.4. Statistik

Bei als Stichproben aufzufassenden quantitativen Daten wurden grundsatzlich
Mittelwerte, Standardabweichung und Varianzen berechnet. Zu solchen Daten gehorten
im Rahmen dieser Arbeit die Zelldichten tberlebender normaler und regenerierter RGZ
sowie transzellular gefarbter Mikrogliazellen. Diese Daten wurden zwecks Auswertung
einem t-Test unterworfen, in dem zwei Mittelwerte m; und m; mit den Umfangen n; und n,
verglichen wurden, die annahernd normalverteilt und deren Varianzen s4? und s,? zufallig
sein mufdten. Gemall des (-Tests unterscheiden sich zwei Mittelwerte mit einer
Irrtumswahrscheinlichkeit o nur dann zufallig voneinander, wenn der fir die Testgrofle
berechnete Wert t, kleiner ist als der Tafelwert tr der Student’s t- Verteilung (fir o und die
entsprechenden Freiheitsgrade). Verglichene Werte unterscheiden sich dann signifikant,
wenn 0,05 > o > 0,01; sehr signifikant wenn 0,01 > o > 0,001 und auferst signifikant

wenn 0,001 > a.
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3. Ergebnisse

3.1. Untersuchung differentiell exprimierter Proteine mittels zweidimensionaler

Gelelektrophorese

Ziel dieses Versuchsvorhabens war es, Proteine zu identifizieren, deren Expression sich
in Retinae wahrend der Regeneration von RGZ im Vergleich zu Kontrollgruppen andert.
Als Versuchsgruppen wurden hier unbehandelte Retinae (Ko); Retinae 2 Wochen nach
Sehnervaxotomie (Ax) sowie solche 2 Wochen nach Axotomie und gleichzeitiger
Ischiasnervtransplantation (Ax+Tr) verglichen. Da der einzige Unterschied zwischen
Retinae der Gruppen (Ax) und (Ax+Tr) in der axonalen Regeneration von RGZ besteht,
sollten eventuelle Expressionsunterschiede hier regenerationsspezifisch sein. Sinn der
Einbeziehung der axotomierten Retinae war es, Proteine zu erkennen, deren Expression
sich bereits durch die Axotomie andert. Da regenerierte Retinae ebenfalls zunachst einer
Axotomie unterzogen wurden, war deren alleiniger Vergleich mit unbehandelten (Ko) fir

regenerationsrelevante Aussagen nicht ausreichend.

Fir die Untersuchungen wurden je 300 ug Protein aufgetragen und die Separation fir
jede Versuchgruppe 4 mal durchgefihrt. Die Gele wurden zunachst einer Farbung mit
kolloidalem Coomassie-Blau unterzogen und in ca. 50 % der Falle zur Kontrolle wieder
entfarbt und mit Silber nachgefarbt. Es stellte sich heraus, dass der Bereich hdéherer
Molekilmassen (ab ca. 35 kD) trotz strikter Vorgehensweise sehr schwierig
reproduzierbar darzustellen war. Die Reproduzierbarkeit des Bereichs unterhalb 35 kD
jedoch verlief gut und deshalb wurde nur diese Zone fir den Proteinmustervergleich
herangezogen (Vergl. Abb. 8-10). Damit standen aber immer noch relativ grof3e Bereiche

zur Auswertung zur Verfigung.

Unterschiede in den Proteinmustern der Abb. 8 — 10, die eventuell ausserhalb der
markierten Zonen auffallen, waren nicht repoduzierbar und wurden somit zur Auswertung

nicht herangezogen.
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Abb. 8 Detailliertere Aufnahme eines 2D-Gels nach Coomassie-Farbung (Ko-Gruppe)
Dargestellt ist das Proteinmuster einer unbehandelten Retina. Die Proteinauftragsmenge betrug
300 ug. Zwei spater zu analysierende relevante Zonen sind hervorgehoben; A bei Molmassen von

ca. 30 kD und einem isoelektrischen Punkt (pl) von ca. 5,5 sowie B bei ca. 18 kD und pl ca. 4,5.
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Abb. 9 Detailliertere Aufnahme eines 2D-Gels nach Coomassie-Farbung (Ax-Gruppe)
Hier ist das Proteinmuster einer Retina dargestellt, die 2 Wochen nach Sehnervaxotomie erhalten
wurde. Die Proteinauftragsmenge betrug wiederum 300 ug. Die beiden relevanten Zonen A und B

sind auch hier markiert worden.
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Abb. 10 Detailliertere Aufnahme eines 2D-Gels nach Coomassie-Farbung (Ax+Gr- Gruppe)
Dieses Gel zeigt das Muster von 300 ug aufgetrennten Proteins einer regnerierten Retina, also 2
Wochen nach Sehnervaxotomie und gleichzeitiger Ischiasnervtransplantation. Die beiden

relevanten Zonen A und B sind hier abermals markiert worden.

3.1.1. Auswertung von Zone A (ca. 30 kD/pl 5,5)

Hier wurde ein Spot auffallig, der in allen (4 von 4) unbehandelten Retinae exprimiert
wurde und bei einer kolloidalen Coomassiefarbung gut sichtbar war. Dieser Spot wurde in
3 von 4 axotomierten Retinae teilweise bis zur Detektionsgrenze herunterreguliert und war
in Retinae nach Ganglienzellregeneration in 3 von 4 Fallen wieder wesentlich deutlicher
zu sehen.
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Dieser in regenerierten Retinae wieder hochregulierte Spot wurde mittels MALDI-TOF-MS
als B(B2)-Kristallin identifiziert. Die reale Molmasse von 3 (B2)—Kfristallin von 24 kD stimmt
hierbei mit dem geschatzten Wert vom 2D-Gel (ca. 30 kD) noch relativ gut Uberein (leichte
Unstimmigkeiten mit dem Marker sind moglich, da die 30 kD-Bande per se schon weit
auseinandergezogen ist). Eine solche differentielle Expression konnte auch durch eine
Silber-Kontrollfarbung bestatigt werden. Hier zeigt sich bereits, dass die beschriebene
proteinchemisch mefRbare Veranderung ohne Einbeziehung von axotomierten Retinae

wohl unmdglich gewesen ware (Vergl. Abb. 11).

A (~30 kD)
Ko

Coom. Ag

© ),
4 4 4

AX

=0
O

Ax+Tr AiB21-Kristallin
(24 KD

#

o 4 . 4

Abb. 11 VergroBerte Darstellung von Zone A - Vergleich der Proteinmuster der jeweiligen
Versuchsgruppen

In der linken Bildfolge ist Zone A nach Coomassie-, in der rechten nach Silber-Kontrollfarbung
dargestellt. Der differentiell exprimierte Spot ist jeweils durch einen Kreis markiert und konnte
durch MALDI-Analyse als B-Kristallin (24 kD) identifiziert werden. Pfeilspitzen markieren jeweils
Spots, die sich zwischen den Versuchsgruppen nicht wesentlich unterscheiden (Fixpunkte).
Abkurzungen: Ko = unbehandelte Retina, Ax = 2 Wochen nach Sehnervaxotomie, Ax+Tr = 2

Wochen nach Axotomie und Ischiasnervtransplantation fur axonale Regeneration
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3.1.2. Auswertung von Zone B (ca. 18 kD/pl 4,5)

In dieser Zone wurde ein Spot gefunden, der in unbehandelten Retinae nach
Coomassiefarbung zwar relativ schwach, aber sehr reproduzierbar in allen Fallen sichbar
war. Dieser Spot konnte sowohl in allen axotomierten als auch in allen regenerierten
Retinae ungeachtet der Farbemethode nicht mehr detektiert werden. Es scheint, als ob
das Vorliegen dieses Proteins unter den gegebenen Bedingungen mit der Intaktheit der
Retina korrelliert (Vergl. Abb. 12). Allerdings ist in diesem Fall die Identifizierung trotz
mehrmaliger Versuche nicht eindeutig gelungen. Aufgrund dieser Unsicherheit soll eine
kurze Erlauterung der Funktion dieses Proteins nur hier und nicht in der Diskussion
gegeben werden. Es handelt sich hierbei méglicherweise um ein nukledres Histonprotein.
H1 Histone spielen eine Rolle bei der Cromatinkondensation und werden vor allem in
Zellen im terminalen Differentierungsstadium oder mit geringer Mitoserate gefunden
(http://www.expasy.org/cgi-bin/niceprot.pl?P43278). ~ Mdglicherweise enthalten RGZ
grolRere Mengen dieses Histons, und durch den Zellverlust in axotomierten und auch

regenerierten Retinae kdnnte es deshalb nicht mehr nachweisbar sein.

B (~18 kD)
Ko Ax Ax+Tr

RNOWERERE  Lliadc

magl.: H1 Histan

) (21 kD) ) )

Coom.

Ag

Abb. 12 VergroBerte Darstellung von Zone B - Vergleich der Proteinmuster der jeweiligen
Versuchsgruppen

Die betreffende Zone ist wiederum in der oberen Bildfolge mit Coomassie und in der unteren mit
Silber angefarbt worden. Es ist deutlich erkennbar, dass der mit einem Kreis markierte relevante
Spot nur in unbehandelten (Ko-) Retinae exprimiert wird und weder nach Axotomie (Ax) noch
nach axonaler Regeneration der Ganglienzellen (Ax+Tr) nachgebildet wird. Es handelt sich

moglicherweise um Histon-Protein Die Pfeilspitzen zeigen abermals orientierende Fixpunkte an.
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3.1.3. Verifizierung von MALDI-Ergebnissen

Mit dem in der 2D-Gel-Analyse differentiell exprimierten und spektroskopisch als B(B2)-
Kristallin identifizierten Proteinspot handelt es sich um einen bekannten Proteintyp, gegen
den bereits Antikdrper entwickelt wurden. Es bot sich somit an, das vorgefundene
Expressionsmuster im Rahmen einer Immunhistochemie innerhalb der beteiligten
Versuchsgruppen nachzuvollziehen. Dazu wurden von den Augen der unterschiedlichen
Gruppen (3 je Gruppe) Kryostatquerschnitte angefertigt, bei denen die charakteristische
laminare Struktur der Retinae sichtbar wurden. Aufgrund der Verfligbarkeit wurde das
retinale Expressionsmuster von (B2)-Kristallin mit einem Antikérper gegen By-Kristallin

(H = heavy chain) Uberpruft.

Es stellte sich heraus, dass By-Kristallin im Normalzustand in allen nukledren Schichten
der neuralen Retina exprimiert wird. Das bedeutet in der Ganglienzellschicht, in der
vorwiegend aus Bipolarneuronen bestehenden inneren nukledren Schicht als auch in der
auflderen nuklearen Schicht, die sich aus den Kernen der Photorezeptoren zusammen
setzt (Vergl. Abb. 2 u.13). In Retinae, die 2 Wochen nach Sehnervaxotomie erhalten
wurden, war auffallig, dass die B-Kristallinexpression in der Ganglienzellschicht drastisch
zurlckgegangen ist. Ein etwas schwacherer Ruckgang der Immunoreaktivitat zeigte sich
hier auch in der auReren nukledren Schicht. In Retinae nach Axotomie und
Ganglienzellregeneration war die Immunoreaktivitdt zumindest in der Ganglienzellschicht
wieder erhoht (Vergl. Abb. 13). Insofern konnte das anhand der 2D-Gelanalyse
gewonnene Expressionsmuster von (-Kristallin in unbehandelten, axotomierten und

regenerierten Retinae prinzipiell bestatigt werden.
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MNukl. Farbung
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Abb. 13 Immunhistochemie gegen By-Kristallin

Gezeigt sind retinale Querschnitte der beteiligten Versuchsgruppen. Zur vergleichenden
Darstellung der retinalen Schichtung wurde eine Zellkernfarbung mit dem nukleinsaureaffinen
Farbstoff DAPI durchgefiihrt. In der unbehandelten Retina erkennt man deutlich die -
Kristallinexpression in der Ganglienzellschicht (GCL), der inneren nuklearen (INL) und auBeren
nuklearen Schicht (ONL). In axotomierten Retinae geht die Immunoreaktivitat in der
Ganglienzellschicht drastisch (Pfeilspitze), in der auBeren nuklearen Schicht etwas zurtck (Pfeil).
Nach axonaler Regeneration von verletzten Ganglienzellaxonen ist die B-Kristallinexpression

zumindest in der Ganglienzellschicht wieder erhoht (Pfeilspitze).
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3.2. Untersuchung differentiell exprimierter Proteine mittels eindimensionaler

Gelelektrophorese

Beim Vergleich der jeweiligen Proteinmuster in 1D-Gelen ist die Auftrennung langst nicht
so effizient wie in 2D-Gelen. Dafiir kann man davon ausgehen, dass bei der Isolierung
einer differentiell exprimierten Bande nach Coomassiefarbung gréRere Proteinmengen
erhalten werden. Zudem sollte durch 1D-Gele sichergestellt werden, dass eventuelle
Expressionsunterschiede, durch die IEF horizontal auf mehrere Spots verteilt und damit

moglicherweise verwischt wurden, nicht Ubersehen werden.

Hierfir wurden 50 pg Protein aus jeder Versuchsgruppe (n = 2) aufgetragen und das Gel
am Ende mit Coomassie-Blau nach konventioneller Methodik gefarbt. Bei der Auswertung
fiel zunachst eine Bande bei ca. 35 kD auf, die sowohl in axotomierten Retinae als auch in
solchen nach Ganglienzellregeneration starker exprimiert wurde als in unbehandelten
Kontrollen. Diese Veranderung war insofern auffallig, als dass die unmittelbar dartber
liegende Bande in allen sechs Spuren unverandert zu bleiben schien. Im Gbrigen
erschienen auch die restlichen Banden in allen Spuren gleichmaRig intensiv, so dass
davon ausgegangen werden konnte, dass gleich groRe Proteinmengen aufgetragen
wurden. Desweiteren fiel eine Bande bei ca. 55 kD auf, die das gleiche
Expressionsmuster wie die 35 kD-Bande zeigte. Da diese jedoch in zu starker
Nachbarschaft mit anderen Banden stand, wurde sie nicht ausgeschnitten, da ihre

alleinige Isolation unwahrscheinlich erschien (Vergl. Abb. 14).

Eine genaue Identifizierung des 35 kD-Proteins durch MALDI-Analyse war nicht mdglich,
es konnte aber ein mdglicher Teffer fur Syntaxin 1A ermittelt werden. Dafir wirde das
aus dem Gel geschatze Molekulargewicht von ca. 35 kD mit der realen Masse von 35 kD
gut Ubereinstimmen. Da aber keine Moglichkeit bestand, die Expression dieses Proteins
durch eine unabhangige Methode zu bestatigen, soll dieses Ergebnis ebenso unter
Vorbehalt bleiben und nicht im Diskussionsteil bewertet werden. Es soll hier lediglich
erwahnt werden, dass die Expression von Syntaxin 1A vornehmlich im ZNS, z.B. Cortex
und Retina, beschrieben worden ist. Man geht davon aus, dass diesem Protein eine
Funktion beim Andocken von synaptischen Vesikeln in prasynaptischen aktiven Zonen
zukommt (http.//www.expasy.org/cgi-bin/niceprot.pI?P32851). Von daher geht man davon
aus, dass Syntaxin 1A eine Rolle in der Regulation der Neurotransmitterfreisetzung hat
(Mishima et al., 2002).
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Abb. 14 Proteinmustervergleich durch 1D-Elektrophorese

Die Auftragsmenge betrug 50 ug retinales Protein pro Spur, aus jeder Gruppe wurden zwei
verschiedene Retinae aufgetragen. Obwohl die Separationskapazitat derjenigen der 2D-
Elektrophorese weit unterlegen ist, sind auch hier differentiell exprimierte Proteinbanden
erkennbar (ca. 55 kD, oberer Pfeil; ca. 35 kD, unterer Pfeil). Beiden Proteinen ist gemeinsam,
dass sie bereits durch die Sehnervaxotomie hochreguliert werden und die Spiegel nach
Regeneration relativ unverandert bleiben. Fir die 35 kD-Bande konnte durch MALDI ein
vorlaufiger Treffer fur Syntaxin 1A ermittelt werden. Fir dieses Protein werden regulierende

Funktionen in der synaptischen vesikularen Neurotransmitterfreisetzung diskutiert.
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3.3. Untersuchung differentiell exprimierter Proteine mittels spezifischer Antikérper

3.3.1. Expressionsanalyse glialer Proteine

Wie eingangs erwahnt, interferiert Neuroglia sehr stark mit neuronaler Degeneration im
ZNS. In der vorliegenden Arbeit sollten gliale Reaktionen aufgezeigt werden, die sich
nach der Transplantation des Ischiasnervsegmentes in der Retina ereignen und mit der
Regeneration von RGZ einhergehen. Die Untersuchungen wurden sowohl
immunhistochemisch als durch Western blot vorgenommen. Als astroglialer Marker schien
glial fibrillary acidic protein (GFAP) angemessen. Dieses Protein wurde bereits in friiheren
Studien zur Detektion astroglialer Reaktionen nach Verletzungen verwendet (Bignami und
Dahl, 1979). Als weiterer glialer Marker wurde Bcl-2 hinzugezogen, da die Expression
dieses Protoonkogens ebenfalls schon in Millerglia der Retina beschrieben wurde (Chen
et al., 1994). Als immunhistochemisch detektierbares Antigen fir Mikrogliazellen bot sich
Complement-3 Rezeptor (Ox-42) an. Dieser Marker wurde bereits bei der Degeneration

von RGZ in der Kaninchenretina eingesetzt (Schnitzer und Scherer, 1994).

3.3.1.1. Immunhistochemie

GFAP war in den Retinae aller Versuchsgruppen detektierbar (n = 3). In unbehandelten
Retinae war die Expression auf Astrocyten beschrankt, die sich an der vitreo-retinalen
Ubergangszone befinden (Abb. 15B, Pfeil). In Retinae, die 2 Wochen nach
Sehnervaxotomie erhalten wurden, wurde eine Expressionssteigerung in den Astrocyten
(Abb. 15C, Pfeil), aber auch ein leichter Anstieg in Millerzellfortsatzen (Abb. 15C,
Pfeilspitze) festgestellt. In regenerierten Retinae blieb die Expressionssteigerung in
Astrocyten erhalten (Abb. 15D, Pfeil). Es zeigte sich hier jedoch eine weitere, selektive
Hochregulation von GFAP in den Miillerzellen, deren Fortsatze deutlich sichtbar nahezu

die gesamte retinale Tiefe durchspannen (Abb. 15D, Pfeilspitze).

Das Expressionsmuster von Bcl-2 war innerhalb der Versuchsgruppen dem von GFAP
ahnlich, jedoch auf Mullerzellfortsatze beschrankt (Abb. 15F-H, Pfeilspitze in H).

Ox-42-positive Zellen waren in unbehandelten Retinae nicht detektierbar (Abb. 15J). Sie
wurden aber gleichermalten in axotomierten Retinae und solchen nach RGZ-
Regeneration immunoreaktiv (Abb. 15K, L; Pfeilspitzen). Wahrend astrogliale Reaktionen
besonders wahrend der RGZ-Regeneration sichtbar wurden, schienen mikrogliale

Reaktionen eher durch die Axotomie selbst induziert.
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Abb. 15 Immunhistochemische Analyse glialer Reaktionen

Dargestellt sind retinale Querschnitte der beteiligten Versuchsgruppen, die gegen die glialen
Proteine GFAP (B - D), Bcl-2 (F - H) und Ox-42 (J - L) angefarbt worden sind. Zur besseren
Orientierung wurde eine nukleare Farbung mit DAPI durchgefiihrt. Man beachte die strukturellen
Veranderungen von GFAP- und Bcl-2- positiven Miillerzellen, die besonders nach Sehnerversatz
durch ein Ischiassegment auftreten (D, H; Pfeilspitzen). Ein Anstieg der GFAP-Immunoreaktivitat
wird auch in Astrocyten an der vitreo-retinalen Grenze deutlich (C, D; Pfeile). Wahrend
Mdllerzellen besonders wahrend der RGZ-Regeneration aktiviert werden, geschieht dies bei Ox-
42-positiven Zellen, wahrscheinlich Mikroglia, bereits durch die Axotomie (K, L; Pfeilspitzen).
MaBstab = 20 uM. Abkiirzungen: GCL = Ganglienzellschicht; INL = Innere nukleare Schicht; ONL =

AuRere nukleire Schicht.
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3.3.1.2. Western blot

Die Western blot-Analyse zur Kontrolle der histochemisch erhaltenen Ergebnisse wurde
mit denselben Antikérpern wie bei der Immunhistochemie durchgefihrt. Hierzu wurden je
50 ng retinaler Proteine zunachst elektrophoretisch separiert und dann immunchemisch
nachgewiesen (n = 3). Dies fiuhrte beim Ox-42-Antikdrper aufgrund zu vieler

unspezifischer Banden jedoch nicht zu auswertbaren Befunden.

Das GFAP-spezifische Signal bei ca. 50 kD war in allen Gruppen klar detektierbar. In
axotomierten Retinae lieR sich im Vergleich zu unbehandelten eine leichte
Expressionssteigerung feststellen. Retinae, die nach Regeneration erhalten wurden
zeigten eine wesentlich hohere Gesamtexpression von GFAP im Vergleich zu
axotomierten und unbehandelten Retinae. Somit stimmt das hier vorgefundene GFAP-
Expressionsmuster tendentiell gut mit den immunhistochemischen Ergebnissen uberein
(Vergl. Abb. 16, ober Teil).

Etwas problematischer verlief die Western blot-Detektion von Bcl-2. Hier zeigte sich eine
unspezifische Bande die bei ca. 30 kD in allen Versuchsgruppen ungeféhr gleich stark
auftrat. Sie lasst aber auch den Rickschlu zu, dass jeweils gleiche Proteinmengen
aufgetragen wurden. Die Bcl-2-spezifische Bande bei ca. 26 kD war in unbehandelten
Retinae nicht detektierbar, trat aber in regenerierten Retinae wieder starker auf als in
denen nach Axotomie alleine. Tendentiell gesehen wiirde damit auch dieser Blot (trotz der
gleichbleibenden unspezifischen Bande) mit der immunhistochemisch gesehenen Bcl-2-

Expression Ubereinstimmen (Vergl. Abb. 16, unterer Teil).
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Abb. 16 Western-blot-Analyse glialer Proteine

Im oberen Abschnitt wird die retinale Gesamtexpression von GFAP, im unteren die von Bcl-2
innerhalb der verschiedenen Versuchsgruppen gezeigt.

Das GFAP-spezifische Signal bei ca. 50 kD wird in axotomierten Retinae (Ax) etwas starker
detektiert als in unbehandelten (Ko). Eine noch deutlichere Steigerung zeigt sich in der
regenerierten Gruppe (Ax+Tr).

Das Bcl-2-spezifische Signal bei ca. 26 kD (Pfeil) wird in unbehandelten Retinae zwar nicht
exprimiert, ist aber wie GFAP in regenerierten Retinae starker als in axotomierten
nachzuweisen. Somit zeigt sich in beiden Fallen eine tendentielle Ubereinstimmung mit den
immunhistochemischen Befunden. Die unspezifische Bande im Bcl-2-Blot bei 30 kD zeigt die

gleiche Proteinauftragsmenge an.
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3.3.2. Expressionsanalyse von Hsp27

Heat-shock-Proteine sind eine evolutiv konservierte Proteinfamilie, deren Expression bei
verschiedensten Stresseinwirkungen induziert werden kann (Morimoto et al., 1992).
Insbesondere fur Hsp27 liegt eine Funktion in Zellschutz- oder Reparatur nahe, da dessen
Uberexpression in Wurzelganglionneuronen mit dem Schutz vor Apoptose durch
Neurotrophinentzug verbunden ist (Wagstaff et al., 1999). Insofern bestand auch im
Rahmen dieser Arbeit Interesse, die Expression von Hsp27 wahrend der De- und
Regeneration von RGZ zu untersuchen und so eine mégliche Beteiligung nachzuweisen.

Die Expression von Hsp27 wurde wieder sowohl durch Immunhistochemie an retinalen

Querschnitten als auch durch Westem blot untersucht.

Im Western blot (n = 3) war das Signal bei ca. 27 kD in unbehandelten Retinae nicht
nachweisbar. Axotomie des Sehnerven flhrte (nach Kenntnis des induzierbaren
Charakters) fast erwartungsgemal® zu einer Induktion und somit Nachweisbarkeit der
Hsp27- Bande. In regenerierten Retinae war die Expression der Hsp27- Bande wieder auf

deutlich niedrigere Niveaus herabgesetzt (Vergl. Abb. 17).

Das im Western blot vorgefundene Expressionsmuster von Hsp27 konnte prinzipiell auch
wieder in der immunhistochemischen Analyse nachvollzogen werden (n = 3). In
unbehandelten Retinae war das Protein nur als unspezifische Hintergrundfarbung
nachzuweisen. Eine echte Expression konnte dann in axotomierten Retinae in Zellen der
Ganglienzellschicht festgestellt werden. Eine Doppelfarbung mit Neurofilament ergab eine
Kolokalisation, so dass die Expression von Hsp27 mit hoher Wahrscheinlichkeit in noch
lebenden Ganglienzellen stattfindet. In regenerierten Retinae war das Protein in der
Ganglienzellschicht wieder herunterreguliert, obwohl die Neurofilamentfarbung die

gleichzeitige Anwesenheit von Ganglienzellen zeigte sollte (Vergl. Abb. 17).
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Abb. 17 Western blot und immunhistochemische Analyse von Hsp27

A. Hsp27 ist in unbehandelten Retinae nicht detektierbar (Ko), die Induktion erfolgt aber durch
die Axotomie (Ax). Gleichzeitige Transplantation eines peripheren Nervensegmentes an den
durchtrennten Sehnerven reguliert die Expression von Hsp27 wieder herunter (Ax+Tr).

B. Die Hsp27/Neurofilament (NF)-Doppelfarbung zeigt, dass die nach der Axotomie Hsp27-
positiven Zellen in der Ganglienzellschicht sitzen und es sich bei diesen wahrscheinlich um

uberlebende Ganglienzellen handelt. In regenerierten Retinae ist die Expression in diesen Zellen

wieder zuriickgegangen (Ax+Tr).
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Protein retinales Expressionsmuster Lokalisierung
| unbehandelt | axotomiert | regeneriert |
| GFAP [ [ D Astroglia |
| Bcl-2 | | D Astroglia |
| Ox-42 | | | | Mikroglia |
| Hsp27 | | | [ Neurale Retina |
| Bu-Kristallin | | | | Neurale Retina |
[ H1Histon* | [ | [ ? |
[ Syntaxin 1A* | | | | ? |

|:| keine detektable Expression
|:| schwach

|:| mittel

N st

Tabelle 1 Tabellarische Zusammenstellung untersuchter Proteine

Dargestellt ist der Zusammenhang zwischen dem jeweiligen untersuchten Protein und dem
dazugehorigen Expressionsmuster in der Retina nach unterschiedlicher Behandlung.
Regenerationsspezfische Expressionsanderungen zeigen nur GFAP, Bcl-2, Hsp27 und BH-Kristallin.
H1 Histon und Syntaxin 1A stehen unter Vorbehalt, da diese durch MALDI nicht eindeutig
identifiziert werden konnten. Sie standen aber in der Liste moglicher Treffer mit an der Spitze
und paBten auch vom Molekulargewicht gut zu den aus den Gelen geschatzten Werten (s.

Anhang).
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3.4. Untersuchung funktioneller regenerationsspezifischer Veranderungen in RGZ

durch neuroanatomische und immunchemische Techniken

Unter 1.2.2. wurde beschrieben, dass bei der axonalen Regeneration von RGZ in
periphere Nervensegmente eine Myelinisierung der Axone durch Schwann’sche Zellen
stattfindet. Diese Remyeliniserung ist mit dem generellen Myelinisierungsmuster des
peripheren Nervensystems identisch (Watanabe et al., 1994). Die nachwachsenden
Axone der zentralen Neurone werden also von Schwann’schen Zellen als periphere
Axone erkannt. Diese Tatsache legt die Vermutung nahe, dass regenerierende RGZ
moglicherweise Eigenschaften von peripheren Neuronen wie z.B. Motoneuronen,

erlangen.

3.4.1. Untersuchung der Vulnerabilitat regenerierter RGZ nach Re-Axotomie

3.4.1.1. Re-Axotomie im Transplantat

Zu peripher-neuronalen Eigenschaften gehort beispielsweise, dass nach Axotomie der
retrograde Zelltod normalerweise ausbleibt und keine Phagocytose durch benachbarte
Zellen erfolgt (Kreutzberg, 1982, fir Ubersicht). Deswegen sollte zunéchst untersucht
werden, inwieweit die Vulnerabilitdt regenerierter RGZ nach weiterer axonaler
Verletzungen gegenuber normalen RGZ verandert ist. Dazu wurden axotomierte RGZ,
deren Axone in ausreichender Lange in das Ischiassegment eingewachsen waren, einer
Re-Axotomie und retrograder Farbung vom Transplantat aus unterzogen. Das neuronale
Uberleben und die Phagocytose durch Mikroglia wurde (iber einen Zeitraum von 28 Tagen
bestimmt und mit dem von normalen RGZ nach Sehnervaxotomie und retrograder
Markierung verglichen.

Die Re-Axotomie wurde ca. 3 mm hinter der Opticus-Ischias-Verbindung durchgefihrt, da
eine distale Axotomie per se zu einem verzogerten retrograden Zelltod fuhrt (Beerkelaar
et al., 1994). Die Zellquantifizierung ergab, dass die Zelldichte der re-axotomierten RGZ
nicht mehr signifikant abnahm, egal ob 4 Tage (177 £ 68/mm? n = 5), 7 Tage (175 %
34/mm?, n = 3), 14 Tage (160 + 20/mm?, n = 4) oder 28 Tage (152 + 25/mm?, n = 3) seit
der zweiten Verletzung vergingen (p < 0,05, Vergl. Abb. 18, 19).

Bis zu 14 Tagen nach der Re-Axotomie konnten nahezu keine fluoreszierenden
Mikrogliazellen gefunden werden. Sehr wenige Zellen mit mikroglialer Gestalt (1416, n =
3) konnten erst nach 28 Tagen detektiert werden. Dies deutet beispielsweise auf die

Phagocytose einzelner Ganglienzellen hin (Vergl. Abb. 18, 19).
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Zum Vergleich wurde eine Zellquantifizierung 28 Tage nach erster (Sehnerv-) Axotomie
durchgefuhrt. In diesem Fall Uberlebten signifikant weniger RGZ (78 + 27/mm?, n =3, p <
0,05), daflr wurden verhaltnismafRig viel mehr transzellular gefarbte Mikrogliazellen
registriert (720 £ 52/mm?, n = 3, p <£0,001) (Vergl. Abb. 18 u. 20).
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Abb. 18 Regenerierte RGZ zeigen verstirktes Uberleben nach weiterer axonaler Verletzung
A. Schematische Darstellung der Re-Axotomie und retrograden Markierung regenerierter RGZ.

B. Bis mindestens 28 Tage nach Re-Axotomie von regenerierten RGZ kommt es zu keinem
signifikanten Zellverlust in der Retina (p < 0,05). Im Vergleich dazu {iberleben im selben
Zeitraum nach erster Axotomie signifikant weniger RGZ (p < 0,05), wahrend wesentlich mehr

Mikrogliazellen (MGZ) als Indikator der Ganglienzellphagocytose registriert werden (p < 0,001).
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Abb. 19 Fluorezenzmikroskopische Aufnahmen retinaler Ganzpraparate (whole-mounts)
nach unterschiedlicher Behandlung (in Aufsicht)

A und B. Dargestellt ist hier der Zellverlust von normalen RGZ, der nach Axotomie des Sehnerven
auftritt. Dazu wurden die RGZ nach intraorbitaler Axotomie retrograd markiert und nach A) 4
Tagen und B) 28 Tagen von der Papille (jeweils links) zur Peripherie hin aufgenommen.

C und D. Hier wird der ausbleibende Zellverlust regenerierter RGZ nach deren Re-Axotomie
illustriert. Die regenerierten Axone wurden dafiir im Transplantat durchtrennt und die Zellkorper
von dort aus retrograd markiert. AnschlieBend erfolgte wieder die Aufnahme nach C) 4 Tagen
und D) 28 Tagen. Mafstab = 100 uM
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Abb. 20 Inversion des Ganglienzellen/Mikroglia-Verhaltnisses nach Re-Axotomie
(Detailliertere fluoreszenzmikroskopische Aufnahmen retinaler whole-mounts)

A. Reprasentative Zone einer Retina 28 Tage nach Re-Axotomie und retrograder Markierung
regenerierter RGZ. Es findet sich nur eine fluoreszierende Zelle mit mikroglialer Morphologie
(Pfeilspitze) neben markierten RGZ (Pfeile). B. Reprasentative Zone einer Retina 28 Tage nach
erster Axotomie und retrograder Ganglienzellmarkierung. Es sind wesentlich mehr durch
Phagocytose markierte Mikrogliazellen (Pfeilspitzen) als Ganglienzellen selbst (Pfeile)
registrierbar. MaBstab = 50 uM
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3.4.1.2. Re-Axotomie im Sehnerven

Wenn die zweite Axotomie der RGZ im zentralnervéosen Teil der Optikus-Ischias-
Anastomose durchgefiihrt wird, kommt es wieder zu einer Separation der RGZ von den
protektiven Schwann’schen Zellen. Somit kann festgestellt werden, ob die eben
beobachtete verstarkte Uberlebenstendenz der regenerierten RGZ nach Re-Axotomie
wieder verloren gehen kann. Dazu wurde der Sehnerversatz durch ein Ischiassegment
nicht wie sonst ca. 0,5 mm, sondern 3 mm vom Bulbus intraorbital durchgefihrt. Auf diese
Weise verblieb im Sehnervstumpf genug Platz, um die Re-Axotomie und retrograde
Markierung der Uberlebenden RGZ von dort aus durchzufihren (Vergl. Abb. 21). Die

Zellquantifizierung in der Retina erfolgte 4 und 14 Tage nach der zweiten Verletzung.

Nach 4 Tagen konnten hier 187 + 42 RGZ/mm? (n = 3) markiert werden. Das entspricht in
etwa der Menge, die sich 4 Tage nach Re-Axotomie vom Transplantat farben IaRt.
Mikrogliazellen konnten zu dieser Zeit noch nicht detektiert werden. 14 Tage nach der Re-
Axotomie im Sehnervbereich konnten jedoch nur noch 95 + 39 RGZ/mm? (n = 3, a < 0,05)
erfal3t werden. Daflr lieBen sich 43 + 22 MGZ/mm? (n = 3, o £ 0,05) nachweisen, die
fluoreszierende Zelltrummer phagocytiert hatten (Vergl. Abb. 21). Somit steht fest, dass
die RGZ, die aufgrund des Transplantates regeneriert sind oder einfach nur Uberlebt
haben, nach Entzug der Schwann’schen Zellen wieder absterben und mikroglial

phagocytiert werden.

In diesem Zusammenhang konnte auch der Frage nachgegangen werden, ob die
Mikrogliazellen, die RGZ nach der ersten Sehnnervaxotomie phagocytieren, diesselben
sind, die auch regenerierte Zellen nach Re-Axotomie wieder angreifen. Dazu wurde im
Rahmen einer Doppelfarbung wie folgt vorgegangen (n = 1; Vergl. Abb. 22, oben): Der
Sehnerv wurde 3 mm vom Bulbus durchtrennt und winzige Dil-Kristalle an der
Schnittstelle plaziert. Danach wurde das Ischiassegment mit dem Sennervrest verbunden.
Auf diese Weise wurde ein Grol3teil der RGZ retrograd rot markiert. Da mehr als 80 % der
RGZ beim Transplantationsvorgang absterben, gingen die roten Dil-Partikel somit in
Mikrogliazellen Uber. Zwei Wochen nach der Transplantation wurden die regenerierten
bzw. Uberlebenden RGZ im Sehnervstumpf re-axotomiert und dabei mit Di-Asp retrograd
markiert. Als wiederum 2 Wochen spater die Retina ausgewerten wurde, fanden sich
Mikrogliazellen, die sowohl Dil- als auch Di-Asp-postiv waren und somit mehrmals
hintereinander RGZ phagocytiert hatten (Vergl. Abb. 22, unten).
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Die Doppelfarbung beruht darauf, dass die Fluoreszenz von Dil am starksten im TRITC-

Filter, die von Di-Asp jedoch am starksten in FITC-Filter detektiert werden kann (Vergl.
Abb. 22, unten).

Ischiassegment

B 250

200 7

=

100

Lellen/mm?®

4 14
Tage nach Re-Lxotomie
(im zenfralen Teil)

Abb. 21 Re-Axotomie von RGZ im Sehnervbereich fiihrt wieder zu retrograden Zelltod

A. Nach distalererem Sehnerversatz durch ein Ischiassegment ist die Re-Axotomie und retrograde
Markierung von regenerierten bzw. Uberlebenden RGZ in zentralnervoser Umgebung moglich.

B. Die hierdurch erzwungene Separation der RGZ-Axone von Schwann’schen Zellen des

Transplantates fuhrt wieder zu signifikantem Absterben bzw. mikroglialer Phagocytose.
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Ischigssegment
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Abb. 22 Nachweis der mehrmaligen Phagocytosefdhigkeit von Mikrogliazellen

A. Experimentelle Vorgehensweise. Zunachst erfolgen Sehnervaxotomie, Plazierung von Dil-
Kristallen und Transplantation, zwei Wochen spater dann Re-Axotomie uberlebender RGZ in
zentralnervoser Umgebung und Di-Asp- Markierung. Wiederum zwei Wochen spater wird die
Auswertung durchgefihrt. B (links, Aufnahme im TRITC-Filter). Da ein Grofteil der RGZ zwei
Wochen nach der Transplantation abstirbt, entsehen durch deren Phagocytose Dil-positive MGZ
(Pfeile). Mitte (FITC-Filter): Werden Uberlebende RGZ zwei Wochen nach der Transplantation im
Sehnervstumpf re-axotomiert und mit Di-Asp gefarbt, gehen auch deren Zelltrimmer in MGZ
Uber und markieren sie grin (Pfeilspitzen). Rechts (liberlagerte Aufnahmen): Die obere MGZ ist
Dil- und Di-Asp- positiv und hat somit mehrmas hintereinander Neurone phagocytiert, wahrend

die untere bisher nur nach der ersten Axotomie phagocytoseaktiv war.
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3.4.2. Stabilisierung regenerierter RGZ durch Umleitung der Axone in periphere

Innervationsgebiete (quergestreifte Muskulatur)

Die Aufgabe von Motoneuronen besteht darin, elektrische Signale Uber spezielle
neuromuskuare Synapsen auf Fasern der quergestreifte Muskulatur zu Ubertragen.
Dadurch wird die Muskulatur zur Kontraktion veranlaf3t und letztlich die Ausfiihrung

bewult oder reflektorisch gesteuerter Bewegungsablaufe ermdglicht.

Im folgenden Teil dieser Arbeit soll herausgearbeitet werden, ob die Innervation von
quergestreifter Muskulatur auch durch regenerierende, sensorische ZNS-Neurone aus
neuroanatomisch-histologischer Sicht mdglich ist. Dazu wurde chirurgisch eine
neuromuskulére Ubergangszone hergestellt, bei der regenerierende RGZ-Axone mit der
quergestreiften Kaumuskulatur als Zielgewebe konfrontiert wurden. Falls durch das
Ischiassegment regenerierte RGZ peripher-neuronale Eigenschaften gewinnen, wurde
erwartet, dass deren Axone in das muskuldare Gewebe hineinwachsen kdnnen. Zumindest
aber sollte keine repulsive Wirkung auftreten.

Die Auswertung sollte zum einen durch immunhistochemische Analyse der
neuromuskuldren Ubergangszone erfolgen (Vergl. Abb. 23). Als Kontrollexperiment wurde
aullerdem eine retrograde Markierung von RGZ Uber eventuell eingewachsene Axone

von der Muskulatur aus durchgefuhrt.

3.4.2.1. Immunhistochemische Analyse der neuromuskulidren Ubergangszone

Zunachst wurden von den praparierten Ubergangszonen (n = 3) Kryostatschnitte erstellt.
Als Marker zur Visualisierung der regenerierenden Axone wurde Neurofilament
verwendet. Es stellte sich heraus, dass bei starker VergroRerung neben den Axonen auch
die charakteristische Mikromorphologie der quergestreiften Muskelfasern dargestellt
werden konnte. Auf diese Weise konnte bei der Farbung exakt zwischen neuronalem und
muskularem Gewebe unterschieden werden (Vergl. Abb. 24, 25).

Im Transplantatbereich waren regenerierende Axone sowie deren parallele
Wachstumsrichtung klar erkennbar. Es zeigte sich weiter, dass diejenigen Axone, deren
Wachstumsachse parallel zur muskularen Mikrostruktur verlief, 500 — 600 uM in das
muskulare Gewebe einwachsen konnten (Vergl. Abb. 24). Detailliertere Aufnahmen
belegen, dass die axonale Wachstumsrichtung immer parallel zu den Myofibrillenblndel,
nie aber quer dazu verlief (Vergl. Abb. 25). Fur die Innervation eines Muskels ist dessen

Invasion durch Axone eine einfache neuroanatomische Vorraussetzung.
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Abb. 23 Schematische Darstellung der experimentellen Vorgehensweise
Die artifiziell geschaffene neuromuskulare Ubergangszone wird zunachst prepariert und dann

einer immunhistochemischen Farbung gegen Neurofilament unterzogen.
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Transplantat Muskel
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Abb. 24 Immunhistochemische Inspektion der neuromuskuldren Ubergangszone

Durch die Neurofilamentfarbung werden neuronale und muskulare Strukturen klar
unterscheidbar. A. In paralleler Richtung regenerierende RGZ-Axone aus dem Ischiassegment
(Pfeil) werden beim Auftreffen auf die muskulare Grenzflache zunachst verwirbelt (Stern). Die
Axone, deren Wachstumsachse parallel zur muskularen Mikrostruktur ausgerichtet ist, konnen
mehrere 100 uM auf Muskelfasern weiterwachsen (Pfeilspitzen). B und C. VergroBerte Aufnahmen

der neuromuskuldren Ubergangszone.
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Abb. 25 Detaillierte Aufnahmen von ins Muskelgewebe eingewachsenen Axonen

Durch die Neurofilamentfarbung wird neben den Axonen auch die charakteristische muskulare
Mikromorphologie sichtbar, vermutlich durch Anfarbung von Aktinfilamenten (A, B; Pfeile).

A. Bei der markierten neuronalen Struktur (Pfeilspitze) handelt es sich um einen
Wachstumskegel. B. Bei dieser Struktur (Pfeilspitze) konnte die terminale Verzweigung und
Verdickung auBer auf einen Wachstumskegel theoretisch auch auf eine synaptische Endigung
hindeuten. Beide Aufnahmen belegen einen direkten Zusammenhang zwischen axonaler

Wachstumsrichtung und Orientierung der Myofibrillenbiindel.
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3.4.2.2. Retrograde Markierung eingewachsener RGZ

Durch die retrograde Farbung von der Muskulatur aus soll nachgewiesen werden, dass es
sich bei den eingewachsenen Neurofilament-positiven Fasern um Ganglienzellaxone
handelt. Dazu wurden im Muskel, 1 — 2 mm unterhalb der neuromuskularen Verbindung,
mit einem spitzen Skalpell feine Inzisionen gesetzt und die Di-Asp-Kristalle dorthinein
plaziert. Dabei wurde in Kauf genommen, dass nur die Axone dem Farbstoff ausgesetzt
wurden, die relativ weit ins Muskelgewebe eingewachsen waren und deren Anzahl von

daher wahrscheinlich gering war (Vergl. Abb. 26).

Fluoreszenz-

Abb. 26 Schematische Darstellung der experimentellen Vorgehensweise
Die moglichst selektive Markierung der RGZ mit ins Muskelgewebe eingewachsenen Axonen

erfolgt im angegebenen Abstand hinter der neuromuskularen Verbindung.

Die Quantifizierung der so markierten RGZ wurde 7 Tage nach der Farbung durchgefihrt
und ergab 110 £ 40 RGZ pro Retina (n = 3). Wenn man einen retinalen Oberflachenanteil
von 50 mm? zugrundelegt, so ergabe dies 7 Tage nach der retrograden Markierung der
RGZ vom Transplantat aus 8750 £ 1700 RGZ pro Retina (n = 3; Vergl. 3.3.1.). Somit
waren die Axone von 1,25 + 0,4 % der gesamten regenerierten RGZ-Population vom
Transplantat ins Muskelgewebe Ubergetreten (Vergl. Abb. 27). Dies scheint im Hinblick
auf die immunhistochemische Auswertung auch zutreffend, da auch hier nur ein kleiner
Teil der Axone Ubertrat.

Die vom Muskel aus markierbaren RGZ zeigten eine relativ einheitliche Morphologie. Sie
waren Uberwiegend mit einem hexagonalen Zellkérper und meist 4 primaren Dendriten
ausgestattet. Fur eine genaue Klassifizierung schien die Farbstoffbefillung der Zellen

allerdings nicht ausreichend zu sein (Vergl. Abb. 28).
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Abb. 27 Gegeniiberstellung der vom Transplantat und Muskel aus retrograd markierbaren
RGZ-Populationen,.

A. Die Ganglienzellmenge, deren Zellkorper vom Muskel aus mit Di-Asp anfarbbar sind, betragt
ca. 1,25 % der vom Transplantat aus darstellbaren gesamten regenerierten Population. Dazu
wurde eine retinale Oberflache von 50 mm? zugrundegelegt und die RGZ-Menge, die nach 7
Tagen vom Transplantat pro mm? markiert werden kann, auf diese Flache hochgerechnet.

B. Fluoreszenzmikroskopische Aufnahmen zur Verdeutlichung der unterschiedlich groRen
darstellbaren RGZ-Mengen . Abkirzungen: Tr Transplantat; M: Muskel. MaRstab 100 uM
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-
Abb. 28 Markierte RGZ-Zellkorper in der Retina
Sieben Tage nach der retrograden Markierung vom Muskel aus finden sich in der Retina

Ganglienzellen mit Uberwiegend einheitlicher Morphologie. Fur eine starkere Farbstoffbefiillung
der Zellen, insbesondere der dendritschen Felder, war die Transportzeit des Farbstoffes
offensichtlich nicht ausreichend. Versuche mit langerer Transportzeit fur den Farbstoff wurden
nicht durchgefuhrt. MaBstab 50 uM
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3.4.3. Expressionsanalyse des Neurotransmitterenzyms Cholinacetyltransferase

Acetylcholin ist der Neurotransmitter des peripheren Nervensystems, der insbesondere an
neuromuskularen Synapsen als SignalUbertrager fungiert. Das
geschwindigkeitsbestimmende  Enzym  zur  Synthese von  Acetylcholin st
Cholinacetyltransferase (ChAT), welches im Soma cholinerger Nervenzellen wie z.B.
Motoneuronen exprimiert wird. Cholinerge Neurone sind dabei nicht nur im peripheren,
sondern auch im zentralen Nervensystem und auch in der Retina verbreitet. Durch frihere
Studien konnten ChAT-exprimierende Neurone in der Retina als amakrine Zellen
identifiziert werden und werden auch cholinozeptive starburst-Zellen genannt (Masland
und Tauchi, 1986). Amakrine Neurone sind innerhalb der Retina in relativ regelmafRiigen
Abstanden in der Ganglienzellschicht und der inneren nuklearen Schicht lokalisiert (Vaney
1990, fur Ubersicht) und filhren bestimmte Funktionen in der Signalmodifikation aus, auf

die hier nicht naher eingegangen werden soll.

Die bisherigen Ergebnisse (3.4.1.) deuten darauf hin, dass regenerierende RGZ
Eigenschaften gewinnen, die peripheren Neuronen wie z.B. Motoneuronen ahnlich sind.
Aus diesem Grund soll tberpriuft werden, ob regeneriete RGZ auch im Hinblick auf
Neurotransmittersynthese peripher-neuronale Eigenschaften annehmen. Dazu wurden die
retinale  ChAT-Expression in unbehandelten und regenerierten Retinae
immunhistochemisch und durch Western blot bestimmt. Da bei der ChAT-Farbung von
Querschnitten unbehandelter Retinae nicht nur cholinerge, sondern unspezifisch auch
andere Neurone gefarbt wurden, wurde die ChAT-Immunhistochemie an retinalen

Ganzpraparaten (whole-mounts) durchgefuhrt.

Immunhistochemisch (n = 3) zeigten sich sowohl in unbehandelten als auch in
regenerierten Retinae ChAT-positive amakrine Neurone, die anhand ihrer Zelldichte auf
der Retina identifiziert werden kénnen (Vergl. Abb. 29). Das regenerierte RGZ auch ChAT
exprimierten, war von daher unwahrscheinlich, dass die Dichte ChAT-positiver Zellen in
regenerierten Retinae rein optisch nicht erhoht war (Vergl. Abb. 29). Letzten Aufschluf3
darlber konnte allerdings nur eine ChAT-Farbung der Retina mit ganglienzellspezifischer
Doppelfarbung bringen, Uber die im nachsten Abschnitt berichtet wird. Im Western blot (n
= 3) waren die ChAT-Levels von regenerierten Retinae auch nicht wesentlich gegenuber
unbehandelten erhéht, auch dann nicht, wenn eine Umleitung der Axone in quergestreifte

Muskulatur vorgenommen wurde (Vergl. Abb. 29).
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Abb. 29 Analyse der retinalen Cholinacetyltransferase (ChAT)-Expression

A. Schematische Ansicht und Blickrichtung auf die in diesem Versuch immunhistochemisch
gefarbten ausgebreiteten Retina. B. Oberflache einer unbehandelten Retina und C. einer Retina
mit axonaler Regeneration (bis hin zum Muskelgewebe) nach ChAT-Farbung und Darstellung
cholinerger amakriner Neurone. Es sind keine wesentlichen Unterschiede in der reinen
Zelldichte- und GroBe zu erkennen. Mafstab = 100 uM. D. Western blot-Analyse der retinalen
ChAT-Expression: Ko = unbehandelt; Ax+Tr = regeneriert; Ax+Tr-M = regeneriert mit ins
Muskelgewebe umgeleiteten RGZ-Axonen. Auch hier zeigen sich keine substantiellen
Unterschiede.
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Neuroanatomisch-immunchemische Kombinationsfarbung: Durch diese Methodik kann

die Expression von nenneneswerten Mengen ChAT in regenerierten RGZ eindeutig
bestimmt bzw. ausgeschlossen werden. Dafur wurden die regenerierten RGZ nach
ausreichendem Wachstum ins Transplantat mit dem Fluoreszenzfarbstoff Dil retrograd
markiert. Wie bereits unter 3.4.1.2. beschrieben, 143t sich das Fluoreszenzlicht dieses
Farbstoffes im Gegensatz zu dem von Di-Asp starker im roten und weniger im griinen
Bereich detektieren. Deswegen eignet sich Dil auch fir Doppelfarbungen mit
Fluoresceinderivaten wie z.B. FITC, welche haufig als Antikérperkonjugate Verwendung

finden und deren Fluoreszenzmaximum im griinen Bereich liegt.

Die Retinae mit Dil-markierten Ganglienzellen wurden nach Dissektion als whole-mount-
Praparat immunhistochemisch gegen ChAT gefarbt. Die Lokalisierung dieses Antikérpers
wurde mit einem FITC-gekoppelten Zweitantikorper visualisiert. Eine Colokalisation von
Dil- Fluoreszenz und ChAT- Immunoreaktivitat konnte fir sowohl flir normale (n = 1; nicht
dargestellt) als auch regenerierte RGZ (n = 1) erwartungsgemaf nicht gezeigt werden
(Vergl. Abb. 30). Eine de novo—Expression von ChAT findet in RGZ nach Regeneration in
ein peripheres Nerventransplantat nicht statt. Aufgrund der Ergebnisse des letzten
Abschnittes ist eine ChAT- Expression auch dann unwahrscheinlich, wenn die Axone der

RGZ in quergestreifte Muskulatur umgeleitet werden (Vergl. Abb. 29).
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Abb. 30 Neuroanatomisch-immunhistochemische Doppelfarbung zum AusschluB einer ChAT-
Expression durch regenerierte RGZ (in retinalen whole-mounts)

A. Darstellung ChAT-positiver amakriner Neurone (Pfeilspitzen) im FITC- Filter. B. Visualisierung
von mit Dil markierten regenerierten RGZ im TRITC- Filter (Pfeile). C. Uberlagerung von A) und
B) und AuschluB der Colokalisation. MaBstab =50 uM
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Pro Contra

Gliale Myeliniserung der Axone
durch Schwann’sche Zellen

Ausbleibender Zelltod nach Keine Expression des peripher-
Re-Axotomie im Transplantat neuronalen Transmitterenzyms ChAT

Axonale Invasion in peripher-
neuronale Zielgewebe

Tabelle 2 Eigenschaften von regenerierten RGZ im Hinblick auf das Erlangen peripher-
neuronaler Charakteristika

Gegenubergestellt sind hier bereits bekannte und neuartige Eigenschaften von RGZ, deren Axone
in peripher-neuronalem Milieu regenerieren konnten. Die linke Seite spricht fur, die rechte gegen

eine ,,Peripherisierung”.
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4. Diskussion

Die Fragestellung der vorliegenden Arbeit war

A)

B)

ob der Ersatz des Sehnerven durch ein peripheres Nervensegment
regenerationsspezifische biochemische Auswirkungen in der Retina hervorruft und
inwieweit regenerierende RGZ dadurch peripher-neuronale Eigenschaften

annehmen.

Bevor die Ergebnisse einer Diskussion unterzogen werden, sollen diese zunachst

zusammenfassend dargestellt werden:

1)

2)

3)

4)

5)

Die Expression der astroglialen Proteine GFAP und Bcl-2 ist in regenerierten
Retinae starker als in solchen nach Sehnervaxotomie alleine oder ohne
Behandlung. Die Regeneration von RGZ ist offensichtlich mit einer speziellen

Beteiligung von retinalen Mullerzellen verbunden.

Die Expression von normalerweise lentalem B-Kristallin und stressinduzierbarem
Hsp27 in der neuralen Retina verandert sich sowohl nach Axotomie als auch nach
axonaler Regeneration von RGZ. Hsp27 wird durch Axotomie induziert, wahrend
die Expression von B-Kristallin dann zurickgeht. Nach Regeneration nahert sich

die Expression beider wieder der Ausgangssituation an.

Re-Axotomie von regenerierten RGZ innerhalb des Transplantates flhrt nicht zu
signifikantem retrogradem Zelltod fir wenigstens 28 Tage. Damit einhergehend ist

auch die mikrogliale Phagocytose extrem reduziert.

Bei Kontakt von regenerierten RGZ-Axonen mit quergestreifter Muskulatur als
peripherem Zielgewebe findet eine axonale Invasion tUber mehrere 100 um statt,

die von der Ausrichtung der muskularen Mikrostruktur abhangt.

RGZ, deren Axone in peripheres Nervengewebe regenerieren, zeigen keine
immunchemisch messbare Expression des peripher-neuronalen

Transmitterenzyms Cholinacetytransferase.
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4.1. Biochemisch meRRbare Veranderungen in retinalen Neuronen

4.1.1. Rolle von Hsp27

Wie bereits angedeutet, gehdren Hitzeschockproteine zu einer hochkonservierten
Molekulgruppe, die auch in prokaryontischen Zellen vorkommen und beziglich ihrer
molekularen Masse und Aminosaurehomologie familiar einteilbar sind (Welch, 1992, fur
Ubersicht). Diese Proteine werden konstitutiv nur in wenigen Zelltypen exprimiert und
zeichnen sich dadurch aus, dass sie durch physikalische, mechanische oder
metabolische Stressoren induziert werden kénnen (Morimoto et al., 1992, fir Ubersicht).
Aufgrund der Fahigkeit von Hitzeschockproteinen, bei Stresseinwirkung andere
cytoplasmatische Proteine unspezifisch vor Aggregation zu schitzen, werden ihnen
cytoprotektive Funktionen zugeordnet (Merck et al., 1993). Fur die Erforschung
neuronaler De- und Regeneration ist insbesondere Hsp27 von Interesse, da fir diesen
Vertreter bei Uberexpression in kultivierten Neuronen bereits antiapoptotische Effekte
gezeigt werden konnten, so z.B. bei Neurotrophinentzug oder Einwirkung
proapoptotischer Agentien (Wagstaff et al., 1999). Passend dazu fand man im Serum von
Patienten mit glaukomatdser retinaler Neurodegeneration Antikdrper gegen Hsp27 (Tezel
et al.,, 1998). Wenn kultivierte Retinae diesem Antikdrper ausgesetzt wurden, kam es zur
Apoptose von Ganglienzellen, was ebenso ein inhibitorisches eingreifen von Hsp27 in die

apoptotische Kaskade nahe legt (Tezel und Wax, 2000).

Bei Kenntnis der genannten Eigenschaften von Hsp27 ist es somit zunachst nicht
Uberraschend, dass sowohl in dieser als auch in anderen Arbeiten die Sehnervaxotomie
Hsp27 in RGZ induziert (Krueger-Naug et al., 2002). Folglich wird dessen Expression
Wochen spater nur noch in den wenigen RGZ gefunden wird, welche die Axotomie
Uberlebt haben (Krueger-Naug et al., 2002). Dies ist vereinbar mit dem Befund, dass nach
Durchtrennung eines peripheren Nerven alle axotomierten und Uber langere Zeit
Uberlebenden Neurone Hsp27-positiv waren (Lewis et al., 1999). Warum Hsp27 einer
Vielzahl axotomierter peripherer Neurone, aber nur einzelnen axotomierten RGZ ein

Langzeitiberleben ermdglicht, ist allerdings nach wie vor offen.

Dass nach Regeneration in ein Ischiassegment die Hsp27-Expression in RGZ nicht in
dem Male wie nach Axotomie auftritt, kann verstandlich werden, wenn man intrazellulare
Wirkungen von Neurotrophinen berlcksichtigt (Vergl. 1.2.2.). Durch den Kontakt der RGZ-
Axone zu Schwann’schen Zellen findet eine retrograde Versorgung mit Neurotrophinen

statt, die durch die Axotomie zuvor unterbrochen worden war. Die Wirkung der
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neurotrophen Faktoren ist mit der Aufrechterhaltung eines wachstumsassozierten
Stoffwechsels und der Unterdriickung apoptotischer Signalwege verbunden. Bei den
intrazellularen Signalkaskaden, die durch Neurotrophine in Gang gesetzt werden, treten
aullerdem Intermediate auf, die die Expression von Hsp27 verhindern, indem daflr
zustandige Transkritionsfaktoren deaktiviert werden (Chu et al., 1996). Somit waren
regenerierte und damit unter NeurotrophineinfluR stehende RGZ nicht mehr ohne weiteres
in der Lage, das Hsp27—-Gen zu exprimieren. Der neurotrophinabhéngige Uberlebensweg

wird offensichtlich gegenliber dem Hsp27-abhangigen bevorzugt.

Die hier vorgefundene retinale Hsp27—Expression und die mogliche Erklarung dafur findet
Bestatigung in Studien, die methodisch véllig anders, im Ergebnis aber sehr &hnlich
verlaufen sind. In Arbeiten von Krueger-Haug und Kollegen (2003) testete man, wie sich
die intravitreale Verabreichung des Neurotrophins brain-derived neurotrophic factor
(BDNF) auf die Expression von Hsp27 in axotomierten RGZ auswirkte. Man fand, dass
die Zahl der Uberlebenden RGZ nach Axotomie stark gestiegen war, der Anteil der Hsp27-
positiven RGZ aber im Vergleich zu Vehikelinjektionen stark reduziert war. Die reduzierte
Fahigkeit, Hsp27 zu exprimieren, lag somit am Vorhandensein von BDNF. Wenn man
davon ausgeht, dass im Transplantationsmodell auch Neurotrophine flr reduzierte Hsp27
—Expression verantwortlich waren, scheint es keine Rolle zu spielen, ob sie durch

axonalen Transport oder Diffusion zu den RGZ gelangen.

Oben genannte Autoren (Krueger-Haug et al., 2003) folgern daraus, dass Neurotrophine
alternative Uberlebenswege, z.B. den Hsp27-abhangigen Weg, fiir verletzte ZNS-Neurone
blockieren. Das wiirde ihrer Meinung nach die Tatsache erklaren, dass das Uberleben
axotomierter RGZ trotz mehrmaliger Injektion von BDNF nur wenige Wochen vorhalt.
Hierbei sollte allerdings hinzugefigt werden, dass fur eine Langzeitstabilisierung von
verletzten Neuronen auch die Art der Neurotrophinverabreichung und die axonale
Umgebung eine Rolle spielen. So fiihrt der axonale Kontakt zu Schwann’schen Zellen
und die retrograde Versorgung mit Neurotrophinen durchaus zu einem Langzeitiiberleben
von verletzten RGZ (Thanos und Mey, 1995).
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4.1.2. Rolle von B-Kristallin

Bei Kristallinen handelt es sich um eine Familie wasserldslicher Proteine, die beziglich
ihres abnehmenden Molekulargewichtes in Saugetieren in a-, B- und y- Gruppen
klassifiziert werden (Graw 1997, fiir Ubersicht). Kristalline sind in erster Linie aus der
Linse bekannt, deren Fasern sich zum grolen Teil aus diesen Proteinen
zusammensetzen. Die einwandfreie refraktive Funktion der Linse kann nur dann
gewabhrleistet werden, wenn das Gewebe zeitlebens seine Transparenz beibehalt. Wenn
man berlcksichtigt, dass die Linse durch die UV A- und B-Strahlung des Sonnenlichtes
dauerhaft photooxidativem Stress ausgesetzt ist, fallt auf, dass diese Belastung eher
selten zu einer kataraktogenen Destrukturierung fuhrt (Borkman et al., 1996). Hinzu
kommt, dass die Linse als abgekapseltes Gewebe weder vaskularisiert noch innerviert
wird und somit keine Mdglichkeit des zelluldren oder metabolischen Umsatzes besitzt.
Aus diesem Grund wird verstandlich, dass die Linse sehr effiziente cytoprotektive
Mechanismen besitzen muf3 und ihre Proteine sich durch eine hohe Stressresistenz
auszeichnen (Graw 1997, fiir Ubersicht). Sehr passend dazu konnte fiir o-Kristallin eine
Chaperon-Funktion im Sinne eines Hitzschockproteins nachgewiesen werden, und
moglicherweise werden B- und y- Kristalline dadurch vor Aggregation geschutzt (Horwitz,
1992, Borkman et al., 1996).

Obwohl Kristalline relativ lange als linsenspezifisch galten, so ist inzwischen die
extralentale Expression flur nahezu alle Untergruppen nachgewiesen worden,
insbesondere in der neuralen Retina (Head et al., 1995; Jones et al., 1999, Magabo et al.,
2000). Dies legt neben der strukturellen eine zusatzliche, nicht-refraktive Funktion fir
Kristalline nahe. Fir eine Teilnahme an intrazellularen, metabolischen Signalkaskaden
spricht der Befund, das ein Subtyp des B-Kristallins serin-spezifisch und in Abhangigkeit
vom second messenger cAMP phosphoryliert werden kann (Kantorow et al., 1997).
Welche genaue Rolle - und y-Kristalline intraneuronal spielen, ist momentan allerdings

noch nicht bekannt.

Aufgrund des  entwicklungsabhangigen  zeitlichen  Verlaufes der retinalen
Kristallinexpression sehen manche Autoren einen Zusammenhang mit der Reifung von
Nervengewebe (Head et al., 1995). Andere vermuten cytoprotektive Funktionen flr
Kristalline, da deren Expression in Mauseretinae einige Tage postnatal am hdchsten ist
und einfallendes Licht beim erstmaligen Offnen der Augen zur Apoptose von
Photorezeptoren fiihren kann (Jones et al., 1999). Fir eine cytoprotektive

antiapoptotische Funktion sowohl intralental als auch intraneuronal spricht die Tatsache,
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dass B- und y- Kristalline sich durch einen hohen Gehalt an Thiolgruppen auszeichnen
(Graw 1997, fir Ubersicht). Damit kénnten sie an der intrazellularen Regeneration von
Gluthathion mitwirken, welches eine entscheidende Rolle bei der Entgiftung von freien
Radikalen hat. Eine Verschiebung des intrazellularen Redoxstatus mit verstarktem
Auftreten freier Radikale bei gleichzeitiger Erschdpfung antioxidativer Mechanismen kann

zur neuronalen Apoptose fiihren (Floyd 1999, fiir Ubersicht).

Ubereinstimmend mit vorherigen Studien wurde die Expression von - Kristallin auch in
der vorliegenden Arbeit in der neuralen Retina und in RGZ nachgewiesen. Die Abnahme
der Expression nach Axotomie kann zunachst damit erklart werden, dass nach zwei
Wochen Uber 90 % der RGZ absterben und somit ein Teil der Kristallin-positiven neuralen
Retina verloren geht. Dass der B-Kristallin-Spot in den 2D-Gelen der axotomierten
Retinae fast ganzlich verschwunden war, kdnnte bedeuten, dass in der Ubrigen neuralen
Retina ebenfalls eine Expressionsabnahme stattfindet, dies in der Immunhistochemie
aber nicht so deutlich zu sehen war. Ebenso kénnte dies am verwendeten Antikérper
liegen, der gegen PBy-Kristallin gerichtet war und somit nur einen Teil des B-Kristallins
dargestellt hat, der mdglicherweise nicht so starken Schwankungen unterlag. Nach Ersatz
des Sehnerven durch ein Ischiassegment fanden sich wieder B-Kristallin-positive Zellen in
der Ganglienzellschicht, die sich in der Intensitat aber nicht wesentlich von den Zellen der

Kontrollgruppe unterschieden.

Es steht somit fest, dass RGZ mit Kristallinen zwar einen eigenen Pool von Proteinen
besitzen, denen auch extralental cytoprotektive Funktionen nachgesagt werden.
Offensichtlich ist aber die Axotomie eine so grof3e Stressbelastung fur eine Ganglienzelle,
dass die in den RGZ vorhandenen Kristallinmengen zur Verhinderung der Apoptose nicht
ausreichen. Dies wird durch den Befund untermauert , dass intravitreal verabreichte (-
und y-Kristalline auf axotomierte RGZ eine sehr starke neuroprotektive und neuritogene
Wirkung austiben (Fischer, 2000). Sollte es durch exogenes Kristallin tatsachlich zu einer
Auffillung intraneuronaler Kristallinbestdnde kommen, mifte dieses allerdings in die
Zellen aufgenommen werden oder Uber Rezeptoren die Regulation beeinflussen, was
noch zu zeigen ist. Ebenso sollte die Uberexpression von Kristallinen in Neuronen mit

einer verstarkten Apoptoseresistenz verbunden sein.
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4.2. Biochemisch meRRbare Veranderungen in retinalen Gliazellen

4.2.1. Reaktion von Astroglia

Die konstitutive Expression von GFAP in der Retina ist auf Astrocyten in der optischen
Faserschicht beschrankt (Bignami und Dahl, 1979) und wurde auch in dieser Arbeit
bestatigt.

Mullerzellen jedoch exprimieren GFAP in nenneswertem Umfang nur als Folge von
Verletzungen oder pathologischen Veranderungen im oculo-retinalen Bereich. So
resultieren z.B. eine Sehnervtraumatisierung (Chen et al., 2002; Engelmann et al., 2001),
eine ischamische retinale Schadigung (Nishyama et al., 2000), der Anstieg des
intraokularen Druckes (Tanihara et al., 1997; WoldeMussie et al., 2001), eine intraokulare
Photokoagulation durch Laser (Humphrey et al., 1993), hochenergetische Bestrahlung der
Retina (Grosche et al., 1995), oder auch Netzhautablésung (Erickson et al., 1992) stets in
einer GFAP-Hochregulation in retinalen Miullerzellen. Diese genannten Beispiele sind
ebenfalls im Einklang mit dem hier vorliegenden Befund, der eine (wenn auch moderate)

Millerzellaktivierung bereits durch die Sehnervaxotomie erkennen laft.

Die Tatsache, dass die retinale GFAP-Expression nach Regeneration von RGZ hoéher ist
als nach deren Verletzung alleine, stellt jedoch einen neuartigen Befund dar. Dieser
deutet auf einen speziellen glio-neuronalen Signalweg hin, obwohl die Interaktion

zwischen RGZ und Mullerzellen noch einer genaueren experimentellen Abklarung bedarf.

Die Unterschiede des Expressionsmusters der in diesem Experiment betrachteten glialen
Proteine kénnte auf unterschiedlichen Wegen nicht-neuronaler Zellaktivierung zwischen
axotomierten und regenerierten Retinae beruhen. Der hier entscheidende Unterschied ist
aller Wahrscheinlichkeit nach die Anwesenheit des peripheren Nervengewebes, welches
Uber axonale Regeneration oder Absterben von RGZ entscheidet. Obwohl es
experimentell schwierig zu zeigen ist, so kdnnten einerseits gliotrope Faktoren aus dem
Transplantat Gber Diffusion in die Retina gelangen (Berry et al., 1996, 1999) und so zur
verstarkten Mullerzellreaktion beitragen. Eine andere Moglichkeit ware, dass ein
retrograder Transport von Faktoren Uber die regenerierten RGZ-Axone stattfindet (Singer
et al.,, 1982), was dann auf indirektem Wege zur Aktivierung astroglialer Zellen in der

Retina fihren wirde.
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Ungeachtet der Mechanismen, die die Miullerzell-Reaktion in regenerierten Retinae
verursacht, ist es plausibel, dass solche aktivierte Astroglia die regenerativen Vorgange
unterstitzt. So z.B. durch Sezernierung von neurotrophen Faktoren oder
regenerationsfordernden Molekillen der Extrazellularmatrix wie Laminin (Graeber und
Kreutzberg, 1988).

Fir eine regenerationsférdernde Rolle von Astrogliazellen sprechen zudem noch weitere
experimentelle Befunde. So ist beispielsweise die Expression von Neurotrophin-mRNA in
Astrocyten im Bereich axonaler Sprossung des verletzten Hippocampus erhdht (Guthrie et
al.,, 1997). Aullerdem wurde auch die Interaktion von Astrocyten und Axonen an der
Kontaktstelle einer Opticus-Ischias-Anastomose cytologisch untersucht (Berry et al., 1988;
Dezawa et al.,, 1999). In solchen Experimenten wurde gefunden, dass Astrocyten aus
dem Sehnervstumpf regenerierende Axone umschlossen und auf diese Weise durch die
Ubergangszone ins periphere Nervengewebe fiihrten (Dezawa et al., 1999).

Letzteres Experiment deutet ebenso wie der Befund dieser Dissertation darauf hin, dass
eine regenerationsférdernde Rolle von Astroglia durch peripheres Nervengewebe

induziert werden konnte.

Die Expression des Protoonkogens Bcl-2 in Millerzellen wurde ebenfalls in friiheren
Studien beschrieben und man geht davon aus, dass Bcl-2 hier an der Aufrechterhaltung
der zellularen Homoostase der inneren Retina beteiligt ist (Chen et al., 1994). Aufgrund
der bekannten Prasenz in Miullerzellen ist es daher nicht Uberraschend, dass die
verstarkte GFAP-Expression nach Regeneration von Bcl-2 begleitet wird und somit die

Miillerzellreaktion noch zusétzlich betont (Ragupathi et al., 2000, fiir Ubersicht).



86 Diskussion

4.2.2. Reaktion von Mikroglia

Retinale Mikrogliazellen reagieren extrem sensitiv auf direkte Sehnervtraumata und
retinale Ischamie. Deren Aktivierung und Phagocytoseaktivitat ist aber auch bei
hereditéarer Neurodegeneration, wie in einem Tiermodell von veranlagter
Photorezeptorendystrophie, nachgewiesen worden (Moore und Thanos, 1996, fir
Ubersicht). Die topologische Verteilung der Mikroglia innerhalb der Retina spiegelt sich in
der Geschwindigkeit und dem Muster des Ganglienzelltodes wieder. So werden
zentralstdndige Ganglienzellen nach Sehnervaxotomie zuerst phagozytiert und der
Degenerationsprozel} breitet sich dann zentrifugal bis zur Peripherie der Retina hin aus
(Thanos et al., 1992). Die Motilitdt der Mikrogliazellen zwischen den retinalen Schichten
verstarkt zusatzlich ihre Funktion in der Beseitigung von Zelldebris (Schnitzer und
Scherer, 1990). Zusatzlich zum direkten Sehnervtrauma wurde eine Beteiligung von
Mikroglia an neurodegenerativen Veranderungen neuerdings auch in einem Tiermodell

von induzierbarem Glaukom nachgewiesen (Naskar et al., 2002).

Das in dieser Arbeit beobachtete gleich starke Erscheinen von Ox-42-positiven
Mikrogliazellen in Retinae nach Ganglienzellregeneration und solchen nach Axotomie
alleine war erwartet. Auch in Retinae, bei denen der Sehnerv durch ein Ischiassegment
ersetzt wird, sterben mehr als 80 % der RGZ und werden von aktivierter Mikroglia

phagocytiert.

In bisherigen Studien konnte neuronales Uberleben und axonales Wachstum auch nur
durch pharmakologische Inhibition von Mikrogliazellen gesteigert werden, wahrend deren
Stimulation die neurodegenerativen Effekte sogar noch verschlimmerte (Thanos et al.,
1993). Insbesondere der letztgenannte Befund spricht dafir, dass aktivierte
Mikrogliazellen im Gegensatz zu Astroglia generell negativ mit neuronaler Regeneration

im ZNS interferieren.
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4.3. Ausbleibender Zelltod nach Re-Axotomie — eine ,,Peripherisierung*

zentraler Neurone?

Retinale Ganglienzellen zeigen typische Eigenschaften von ZNS-Neuronen, wie durch
den retrograden Zelltod als Reaktion auf Verletzung ihrer Axone deutlich wird. Ausgehend
vom durchtrennten Sehnerven, aber auch von einem peripheren Nerventransplantat oder
von zentralen visuellen Arealen, lassen sich RGZ mit Fluoreszenzfarbstoffen retrograd
makieren. Dies erlaubt zum einen die einwandfreie Identifizierung ihrer Somata als auch
die phanomenologische Verfolgung glio-neuronaler Interaktionen, die nach Axotomie der
RGZ auftreten. Infolge dessen kann der Zellverlust nach Traumatisierung und die damit
einhergehende phagocytoseabhangige Markierung von Mikrogliazellen dokumentiert und
quantifiziert werden (Thanos, 1994). Grundsatzlich kann zum Zwecke des
neuroanatomischen Tracings auf eine Reihe von Farbstoffen aus der Gruppe der
Carbocyanine, Stilbene oder von Fluoreszeinderivaten zurlickgegriffen werden. Fur die
einwandfreie morphologische Unterscheidung von RGZ und Mikrogliazellen im selben
Praparat hat sich das Pyridiniumderivat Di-Asp als sehr geeignet herausgestellt. Aufgrund
seiner Lipophilie hat Di-Asp gegenlUber wasserldslichen Markern wie z.B. Fluorogold
insofern noch weitere Vorteile, als das die intraneuronale Retentionszeit praktisch
dauerhaft ist. Dies bedeutet, dass die Di-Asp-Molkile nicht vorzeitig in den
Extrazellularraum abgegeben und auf diese Weise von Mikroglia inkorporiert werden,
sondern erst nach Phagocytose von RGZ (Thanos, 1994). Dies ist essentiell fir die
sichere morphologische Unterscheidung der beiden Zelltypen insbesondere Uber einen

langeren Zeitraum, wie es in der vorliegenden Arbeit der Fall ist.

Das Ausbleiben eines signifikanten Zellverlustes nach Re-Axotomie regenerierter RGZ
innerhalb der periphernervésen Umgebung deutet auf den Gewinn typischer peripher-
neuronaler Eigenschaften hin (Kreutzberg, 1982, fiir Ubersicht). Diese Eigenschaften
manifestieren sich dadurch, dass re-axotomierte RGZ dem retrograden Zelltod und damit
einhergehend der mikroglialen Phagocytose fir wenigstens 4 Wochen widerstehen
kénnen. Neben der schon bekannten PNS-typischen glialen Myelinisierung der
regenerierten Axone (Vidal-Sanz et al., 1987) ist die stark verringerte perikaryale
Vulnerabilitdt eine neuartige Charakteristik fur regeneriete RGZ. Die verstarkte
posttraumatische Uberlebenstendenz der Neurone, die im Kontakt zu Schwann’schen
Zellen stehen, ist damit vereinbar und erklarbar, das von diesen Gliazellen eine

umfassende neurotrophe Versorgung ausgeht (Bunge, 1994; Maffei et al., 1996).
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Die erhéhte Uberlebenstendenz der regenerierten RGZ wird auch dadurch deutlich, dass
Uber den Zeitraum der Re-Axotomie nur extrem wenig transzellular gefarbte
Mikrogliazellen gefunden wurden. Dies ist aber sehr wohl mit dem Befund vereinbar, dass
in regenerierten Retinae Ox-42-positive, aktivierte Mikroglia auftreten (Vergl. 3.3.1.). Dies
ist haupsachlich darauf zurlickzufiihren, dass auch in regenerierten Retinae durch den

Transplantationsvorgang grof3e Teile der RGZ absterben und somit phagocytiert werden.

Das Resultat der Re-Axotomie-Studie |aRt die wichtige Schluf’folgerung zu, dass
Mikrogliazellen verletzte regenerierte RGZ nicht mehr als verletzt erkennen. Das Signal,
welches nach Axotomie der RGZ normalerweise zur Mikrogliaaktivierung fihrt (sei es
durch die Prasentation von Antigenen oder Sekretion von Signalmolekilen) wird beim
axonalen Kontakt zu Schwann’schen Zellen unterdrickt. Das retrograde,
axotomieabhangige und zum neuronalen Zelltod fihrende Signal oder dessen Ausbleiben
ist immer noch weitestgehend unbekannt. Deswegen kann die unterschiedliche Reaktion
von normalen RGZ und regenerierten RGZ auf die Axotomie als experimentelle Basis
genutzt werden, um dieses Signal nadher zu bestimmen. Dies kann durch Analyse
bestimmter Proteine geschehen, die nach Axotomie in normalen und regenerierten RGZ

bzw. in zentralen und peripheren Neuronen unterschiedlich exprimiert werden.

Ein solcher Signalweg konnte beispielweise die sog. JAK-STAT-Kaskade sein (Janus
kinases und signal transducers and activators of transcription). Dieser Signalweg wird
durch bestimmte Cytokine wie z.B. einige Interleukine oder Neurotrophine aktiviert und ist
als zelluldare Reaktion auf Verletzung in peripheren Neuronen bekannt (Hughes et al.,
1993). In dieser Signalkaskade kommt es Uber eine Aktivierung von JAKs zur
Phosphoylierung und Dimerisierung von STAT-Molekilen, die daraufhin in den Zellkern
transloziert werden und folglich die Transkription Uberlebensrelevanter Gene initiieren
(Darnell, 1997, fir Ubersicht). Fiir den besagten Signalweg konnte gezeigt werden, dass
eine Aktivierung seiner Komponenten nach Axotomie von Neuronen mit zentraler
Projektion nicht auftritt (Schwaiger et al., 2000). In ahnlicher Weise fuhrt auch nur die
periphere, nicht aber die zentrale Axotomie von Neuronen zur Expressionsdnderungen
bestimmter Neuropeptide (Reimer und Kanje, 1999). Wenn regenerierte RGZ in
metabolischer Hinsicht peripher-neuronale Eigenschaften annehmen, sollte deren
Axotomie im Vergleich zu normalen RGZ ahnliche Unterschiede in der Signaltransduktion
hervorrufen (Vergl. Abb. 31).
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Abb. 31 Schematische Darstellung experimenteller Optionen

Das Resultat der Re-Axotomie-Studie kann zum tieferen Verstandnis der Prozesse beitragen, die
ein axotomiertes ZNS-Neuron (A) zum retrograden Zelltod zwingen. Bei der Re-Axotomie eines
regenerierten und somit ,peripherisierten” Neurons (B) sollten ahnliche Signalsubstanzen
auftreten, die bereits bei der Axotomie eines peripheren Neurons (C) in Erscheinung getreten
sind und vermutlich dessen Uberleben sichern. Wahrscheinlich fiihrt das Ausbleiben solcher
Signalmolekille bei ZNS-Neuronen zum retrograden Zelltod und zur Phagocytose durch

Mikrogliazellen.
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4.4. Interaktion von regenerierenden RGZ-Axonen und Skelettmuskulatur

Die vorliegende Resultat zeigt, dass regenerierende RGZ-Axone in der Lage sind, nach
Austritt aus dem Ischiassegment quergestreifte Muskulatur tGber mehrere 100 um zu
penetrieren. Die Wachstumsrichtung der Axone erfolgt hierbei immer parallel zu
Myofibrillenblndeln, nie aber quer dazu, was auf eine spezifische myo-axonale Interaktion
hindeutet. Die (zu diesem Zeitpunkt) beobachtete leichte terminale Verzweigung von
einigen RGZ-Axonen entspricht zwar bei weitem nicht der von Motoaxonen im Bereich
muskulérer Endplatten (Rohen, 1994, fiir Ubersicht). Auch miite die Ausbildung von
synaptischen Endigungen durch Elektronenmikroskopie, vor allem nach spateren
Zeitpunkten, untermauert werden. Trotzdem scheinen aber einfache, neuroanatomische
Vorraussetzungen fur die Innervation eines peripheren Zielgewebes durch ein

sensorisches ZNS-Neuron gegeben zu sein.

Wie bei friheren Rekonnektionsexperimenten muf} auch hier beachtetet werden, dass die
Umleitung von regenerierenden Axonen in ein peripher-neuronales Zielgebiet in
mancherlei Hinsicht von der Embryogenese abweicht. Dies hat zur Folge, dass die
Restauration von Projektionen topographisch desorientiert und funktionell unbrauchbar
sein kann, wenn wegfindungsrelevante Stimuli aus der Embryogenese nicht zugegen sind
(Thanos und Mey, 2000, fiir Ubersicht). Ein entscheidender Unterschied zwischen der
Embryogenese der motorischen Projektion und der hier durchgeflihrten Reinnervation
hierzu liegt bereits im Ursprungsgebiet der Neurone. Motoaxone entspringen dem sich
entwickelnden Rickenmark und man geht davon aus, dass sie die wegfindungsrelevante
Pragung bereits in unmittbarer Umgebung des Rickenmarks erhalten (Burden, 1998, fir
Ubersicht). Eine solche muskulotrope Pragung ist fiir regenerierende RGZ-Axone
unwahrscheinlich, da man nicht davon ausgehen kann, dass die dafir erforderlichen
zellularen oder extrazellularen Strukturen im ausgereiften Ischiasnerven vorkommen. Ein
weiterer Unterschied zwischen Embryogenese und Reinnervation liegt darin, dass die
Ausbildung von urspriinglichen neuromuskularen Synapsen in einem Stadium erfolgt, wo

das Muskelgewebe selbst noch nicht ausgereift ist (Burden, 1998, fiir Ubersicht).

Da aber eine Reinnervation von Muskelfasern generell mdglich ist, scheint bei der
Resynaptogenese Schwann’schen Zellen eine wichtige Rolle zuzukommen (Son et al.,
1996, fir Ubersicht). Vom ersten myo-axonalen Kontakt bishin zur Ausbildung
ausgereifter  neuromuskularer  Sysnapsen mit  charakteristischen  terminalen
Verzweigungen vergehen in Saugetieren mehrere Wochen. Wenn man davon ausgeht,

dass die RGZ-Axone zum Durchwachsen des Ischiassegmentes bereits ca. 6 Wochen
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brauchten, stand mit weiteren 2 Wochen zur Ausbildung typischer neuromuskularer
Terminalen relativ wenig Zeit zur Verfugung. Folglich hatten viele darstellbare, auf
Muskelfasern regenerierende Axonterminalen auch eher eine wachstumstypische

Morphologie.

Die Abwesenheit von Cholinacetyltransferase (ChAT) in regenerierten RGZ liegt
wahrscheinlich daran, dass RGZ grundséatzlich nicht cholinerg sind und eine solche
Umprogrammierung durch regenerative Vorgange nicht initiiert werden kann. Nichts desto
trotz ist die Formation von neuromuskularen Synapsen auch durch nicht-cholinerge
Neurone mdglich. So hatte in einem ChAT-knock-out-Modell das Fehlen des
Neurotransmitters Acetylcholin zwar Auswirkungen auf die Verteilung von muskularen
Synapsen im Zielgebiet, aber nicht auf die Fahigkeit, solche grundsatzlich auszubilden
(Misgeld et al., 2002). Es mul allerdings hinzugefligt werden, dass die Mauseembryonen,
die diesen Gendefekt homozygot tragen, sich bis zur Geburt entwickeln und perinatal
absterben. So muRl davon ausgegangen werden, dass die bis dahin gebildeten
neuromuskuldren Synapsen ohne Acetylcholin funktionell untauglich sind. Vor diesem
Hintergrund scheint die Innervation einer Muskelfaser durch ein sensorisches ZNS-

Neuron nur aus morphologischer, nicht jedoch aus funktioneller Sicht mdéglich.
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4.5. Ausblick

Aus der vorliegenden Arbeit gehen prinzipiell zwei neue Aspekte hervor. Zum einen ist
eine starkere Aktivierung von retinalen Mullerzellen bei der Regeneration von RGZ als
nach deren Axotomie alleine zu nennen. Astrogliazellen, deren Rolle in der neuronalen
Regenerationsforschung sehr kontrovers diskutiert wird, scheinen im
Transplantationsparadigma eher positiv mit dem axonalen Wachstum von RGZ zu
interagieren. Worauf dies zurlickzuflhren ist, kdnnte beispielsweise durch die astrogliale
Synthese von trophischen Molekilen oder Extrazellularmatrixkomponenten, in

Abhangigkeit von der Aktivierung, untersucht werden.

Zum anderen ist die unterschiedliche Reaktion von normalen und regenerierten RGZ auf
die Axotomie ein neuartiger Befund. Der ausbleibende retrograde Zelltod nach Re-
Axotomie von regenerierten RGZ suggeriet den Gewinn peripher-neuronaler
Eigenschaften. Bestimmte Signalsubstanzen wie z.B. Transkriptionsfaktoren der STAT-
Gruppe, deren Modulation in axotomierten PNS-Neuronen mit deren Uberleben korreliert,
koénnten auch in re-axotomierten RGZ in Erscheinung treten.

Dieser Befund kann als experimentelle Grundlage dafiir dienen, die Prozesse naher zu
bestimmen, die axotomierte ZNS-Neurone zum retrograden Zelltod zwingen, axotomierte

PNS-Neurone oder ,peripherisierte* RGZ jedoch nicht.
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5. Zusammenfasssung

Das Regenerationsdefizit von ZNS-Neuronen nach axonaler Verletzung liegt einerseits in
der Anwesenheit myelinassoziierter inhibitorischer Proteine und andererseits in der
ausbleibenden Stimulation mit trophischen Peptiden durch das Zielgewebe begriindet. Die
axonale Regeneration von verletzten ZNS-Neuronen, z.B. axotomierten RGZ, ist jedoch
innerhalb von peripheren Nerventransplantaten aufgrund der neurotrophen Versorgung
durch Schwann’sche Zellen moglich. Das Transplantationsparadigma, bei dem der
durchtrennte Sehnerv durch ein Ischiasnervsegment ersetzt wird, ist in der
Regenerationsforschung ein seit Jahren fest etablietes Modell. Es erlaubte die
Durchfiihrung sowohl von neuropharmakologischen Studien als auch
Reinnervationsversuchen von Zielgeweben.

In dieser Arbeit soll der Frage nachgegangen werden ob A) der peripher-nervose
Sehnerversatz biochemisch meRbare, regenerationsspezifische Anderungen in der Retina
auslést und B) inwieweit regenerierende RGZ dadurch selbst peripher-nervése

Eigenschaften annehmen.

Unbehandelte Retinae, Retinae 2 Wochen nach Sehnervaxotomie sowie solche 2
Wochen nach Axotomie und RGZ-Regeneration in ein Ischiasnervtransplantat wurden
biochemisch miteinander verglichen. Der Suche nach differentiell exprimierten Proteinen
innerhalb der drei Gruppen geschah einerseits durch Proteinmustervergleich (1/2 D-
Elektrophorese) als auch mithilfe spezifischer Antikérper (Immunhistochemie/Western
blot). Um die Gewinnung peripher-neuronaler Eigenschaften durch regenerierte RGZ
festzustellen, wurde zunachst eine Vulnerabilitdtsanalyse durchgefiihrt. Dafiir wurde die
4-Wochen-Uberlebensrate von regenerierten RGZ nach deren Re-Axotomie im
Transplantat mithilfe neuroanatomischer Farbetechniken im Vergleich zu normalen RGZ
bestimmt. Darlber hinaus sollte untersucht werden, ob und wie regenerierende RGZ-
Axone in periphere Zielgewebe, hier quergestreifte Muskulatur, einwachsen konnen.
Zuletzt sollte getestet werden, ob regenerierte RGZ das periphere Neurotransmitterenzym

Cholinacetyltransferase exprimieren.

Die astroglialen Proteine GFAP und Bcl-2 werden in regenerierten Retinae deutlich
starker exprimiert als in Retinae nach Sehnervaxotomie alleine oder ohne Behandlung.
Die Expressionsteigerung war besonders in retinalen Millerzellen feststellbar. Eine
Aktivierung dieser Zellen ist normalerweise eine Reaktion auf Sehnervtrauma oder
intraokulare Entziindung. Der beobachtete Befund legt nah, das infammationsahnliche

Prozesse oder eine sekretorische Aktivitat von Astroglia auch bei der Regeneration von
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Neuronen eine Rolle spielen kdonnen. Die Expression von normalerweise lentalem f3-
Kristallin in der neuralen Retina ist nach Degeneration axotomierter RGZ herabgesetzt,
nimmt aber mit deren axonaler Regeneration in ein peripheres Nervensegment wieder zu.
Uber die extralentale Funktion von Kristallinen herrscht noch weitestgehend Unklarheit,
doch werden auch hier cytoprotektive Aufgaben diskutiert. Das stressinduzierbare
Hitzeschockprotein Hsp27 wird durch Sehnervaxotomie in (noch lebenden) RGZ
hochreguliert, wahrend dessen Expression durch axonale Regeneration der RGZ wieder
abnimmt. Die antiapoptotische Funktion von Hsp27 ist bereits bekannt. Dessen
Uberexpression in verletzten RGZ scheint diesen ein Langzeitiiberleben zu ermdglichen.
Der Hsp27-abhangige Uberlebensweg wird von axotomierten RGZ offenbar nicht mehr
genutzt, wenn wieder eine retrograde Neurotrophinversorgung durch Schwann’sche

Zellen des Transplantates stattfindet.

Re-Axotomie von regenerierten RGZ innerhalb des Transplantates fihrt nicht zu
signifikantem retrogradem Zelltod fur wenigstens 28 Tage. Damit einhergehend ist auch
die mikrogliale Phagocytose extrem reduziert. Bei Kontakt von regenerierten RGZ-Axonen
mit quergestreifter Muskulatur als peripherem Zielgewebe findet eine axonale Invasion
uber mehrere 100 um statt, die von der Ausrichtung der muskularen Mikrostruktur
abhangt. RGZ, deren Axone in peripheres Nervengewebe regenerieren, zeigen keine
immunchemisch melbare Expression des peripher-neuronalen Transmitterenzyms
Cholinacetytransferase. Auch wenn regenerierte RGZ nicht ChAT-positiv sind, so ist die
axonale Invasion in quergestreiftes Muskelgewebe und v.a. der ausbleibende Zelltod nach
Re-Axotomie peripheren Neuronen, z.B. Motoneuronen nicht unahnlich.

Das Signal bzw. das ausbleibende Signal, welches axotomierte ZNS-Neurone zum
retrograden Zelltod zwingt, ist noch nicht hinreichend bekannt. Deswegen kann die
unterschiedliche Reaktion von normalen RGZ und regenerierten RGZ auf eine Axotomie
zum tieferen Verstandnis dieses Signals beitragen. Falls regenerierte RGZ peripher-
neuronale Eigenschaften in metabolischer Hinsicht annehmen, sollten in re-axotomierten
RGZ ahnliche Signalsubstanzen auftreten, die bereits in axotomierten PNS-Neuronen

identifiziert wurden und vermutlich Gberlebensrelevant sind.
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B. gil35)346 aes 37  histone Bld subtype [racte, liver, Peptide
§. gdlisTeins 18740 34 IAF035354) kinesin-ralaced protein XEPS (R
10. gililldll iT7207 34 C/EBP-related protein CEFl - rac (fragment
11. 10571 14 INM_0i7088) COCART / enhancer binding prota
13. ﬁ% 65008 J4 |AF159048) SPANE-1 (Ractus norvegicus)
13, gdllioéT433 47218 13 (EM_D21696] plassinogen activator fahibito
14. gill§934020 78032 33 (NM_057155) X-prolyl aminopeptidase [amino
15. gilJ4150685 ETTTD! iz (AF3I71288) protein kinase C-binding proted
18. ghlis7Sezod 4E5T7 1 (¥W_083460) proceain chat interacts with ¢
17. sAlIN2087 167013 3 L _alphacl-eacxoalobulin JRaklus.aec

BEtp ¢/www MatTxsCience com/cpLmaster mu.mw..ﬁﬁmm 0
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Anhang

faareiti nMascot Search Results
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Email

Search Eitle
Dacabasa
Taxonomy

Tima
Top

stamp
Score

T

Eoenig

ag &b

KCBInr 20020813 (1030782 sequences; 325955351 residues)
Rattus (12400 ssguences)

3% Oot 1002 at 16:24:50 GHT
16027, Ziae Einger protein 37 (E£fp-37]

48 for i’

Probability Based Mowse Score

Score is -10*Log({P), where ' is the probabilily that 1he ohserved match is a random evenl,
Protein scores greater than 53 are significant (p=0.05)

2 ]
x F
» 5
! 10 =

5

0 L3 BS S &N S

3 dui
Probabil ity Dased House Score

Protein Summary Report

Switch to Coneise Protein Summary Report

To ereate a bookmark for this report, right click this link: "rotcin Summary Report (cs 6b)

Re-Search Al | Search Unmaiched
Index

Acceamion Mags Soore Description
1. gi|11136027 GEO5S L1 Zinc finger pretein 37 (Zfp-17)

i i. n'illﬂﬂlﬂi 39577 18 rChain B, Crystal Structure Of The Neurcnal

3. gi 207127 1 12673 a7 [M35734) syneaxin A [Rattus norvegicus)
4. gi|417842 13047 37 Syntaxin 1A [Synaptotagmin associaced 18 k
5. gi|2080872 268910 a7 [M34728) ateral carrier protein-2 (SCP-2)
6. gi|285304 131368 aT neurcnal cell membrane ancigen MBEC-1 - rat
7. gi|56772 15288 15 [KEUGa54) non-specific lipid transfer prote
8. gi 19424282 17817 4 (MM_133585) RN protein [Rattus norvegicus]
9. gi|Espl5sa 87583 33 (b _012747) pignal cransducer and activato
10. gi|18041877 43987 32 (AFIBE527] hypotherical RMA binding proted
11. gi|13592152 25664 i iNM_G311%54) glutathione E-transferase. mu
12, gi 3119386 1133235 28 apolipoprotein B - rat [(fragment)
13, gi|15554304 E0908 28 (AYD44B32] glutamace transparter i variant
14, gi|703361 55661 28 (J0IES2) cyrochroms P450 TIAS [Rattus horw
15. gi|16758268 48561 28 (HM_053508) tektin 1 [Rattus norvegicua]
16, gi|18ETTT45 27131 a8 (WM_130817) Fibroblast growth factar 3 [Ra
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